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POVZETEK 
 
Vnetni odziv v okviru prirojene imunosti je ključnega pomena za uspešno spopadanje z vdorom 
patogenih organizmov in za regeneracijo poškodovanega tkiva. V ta namen so imunske celice 
opremljene z receptorji za zaznavanje molekul mikrobnega izvora in različnih nemikrobnih 
endogenih molekul. Eden najpomembnejših regulatorjev nemikrobnega vnetja v imunskih 
celicah je proteinski kompleks inflamasom NLRP3, ki se aktivira ob zaznavi molekul, kot sta 
ATP in mitohondrijska DNA, pa tudi raznovrstnih patoloških delcev, kot so amiloidni plaki pri 
nevrodegenerativnih boleznih, holesterolni kristali pri aterosklerozi ali azbestna vlakna pri 
azbestozi. Inflamasomski kompleks NLRP3 je sestavljen iz oligomera aktiviranih receptorjev 
NLRP3, okoli katerega se preko medproteinskih interakcij v domenah PYD in CARD nanizajo 
molekule adapterskega proteina ASC in molekule pro-kaspaze-1, ki po avtokatalitskem 
procesiranju v aktivno kaspazo-1 aktivirajo citokina IL-1β in IL-18 ter piroptotično smrt. 
Mehanizem aktivacije senzorskega proteina NLRP3 ostaja neznan, kar otežuje razvoj 
selektivnih terapevtikov za številne bolezni, ki so povezane z njegovo prekomerno aktivacijo. 
V pričujočem doktorskem delu smo osvetlili nekatera odprta vprašanja v zvezi z začetnimi 
stopnjami aktivacije inflamasoma NLRP3. Na podlagi celičnih linij, ki so izražale himerne 
konstrukte NLRP3, pri katerih smo njegovo interakcijsko domeno PYD zamenjali z drugimi 
interakcijskimi domenami, smo ugotovili, da je domena NLRP3PYD pomembno vpletena v  
vzdrževanje neaktivne oblike senzorskega proteina NLRP3, saj se je njena zamenjava z 
različnimi domenami CARD odražala v konstitutivni aktivnosti inflamasoma. S pomočjo 
konstruktov, pri katerih smo interakcijsko domeno PYD povezali z različnimi 
oligomerizacijskimi domenami, smo raziskali tudi stehiometrijo senzorskega proteina NLRP3 
in ugotovili, da je že povezava domen NLRP3PYD v trimer zadostna za aktivacijo inflamasoma 
NLRP3. V nadaljevanju nas je zanimala tudi struktura in razporeditev proteinov znotraj 
inflamasomskega kompleksa NLRP3. S superresolucijsko mikroskopijo 3D SIM fluorescenčno 
označenih proteinov znotraj kompleksa v živih celicah smo ugotovili, da oligomerizirani 
proteini ASC-GFP tvorijo visoko zamreženo strukturo z gosto sredico, v kateri se nahaja 
NLRP3. Spremljanje dinamike njegove tvorbe v realnem času pa je pokazalo, da se filamenti 
ASC-GFP v značilno kompaktno obliko kondenzirajo preko intenzivnega razvejanja 
filamentov, na kar pomembno vpliva domena ASCCARD. Na podlagi strukturnih in molekularno- 
bioloških študij proteinov, udeleženih v inflamasom NLRP3, ki so identificirale njihove 
interakcijske površine, smo načrtovali tudi peptidne inhibitorje inflamasoma NLRP3. 
Identificirali smo pet načrtovanih inhibitorjev, ki so inhibirali sproščanje IL-1β, aktivacijo 
kaspaze-1 in oligomerizacijo ASC. Peptid iz segmenta ASCPYD/H2-H3, ki je inflamasom NLRP3 
inhibiral selektivno, smo za morebitne terapevtske aplikacije na področju nevrodegenerativnih 
bolezni opremili s peptidnim zaporedjem Angiopep-2 in pokazali, da je tako opremljena 
različica inhibitorja ASCPYD/H2-H3 uspešno prehajala krvno-možgansko pregrado, obenem pa ni 
imela vpliva na njegov inhibitorni potencial. V tem doktorskem delu smo prispevali novo 
znanje o molekularnem mehanizmu aktivacije inflamasoma NLRP3 in načrtovali set peptidnih 
inhibitorjev, ki bi lahko predstavljali podlago za nove pristope k terapiji z inflamasomom 
NLRP3 povezanih bolezni.   
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SUMMARY 
 
Innate immunity associated inflammatory responses are crucial for the efficient elimination of 
the infectious agents and tissue repair. For this purpose immune cells are equipped with 
receptors capable of sensing molecules of both microbial and endogenous origin. One of the 
key sterile inflammation regulators in imune cells is the NLRP3 inflammasome. Formation of 
this multiprotein complex is triggered by the endogenous molecules such as extracellular ATP 
and mitochondrial DNA as well as various pathological deposits including amyloid plaques in 
neurodegenerative diseases, cholesterol crystals in atherosclerosis and asbestos fibres in 
asbestosis. NLRP3 inflammasome assembly is initiated by an oligomer of activated NLRP3 
receptors that provides a nucleus for the oligomerisation of the adaptor protein ASC and 
molecules of pro-caspase-1 via interactions in their PYD and CARD domains. Autocatalytical 
cleavage of pro-caspase-1 results in the formation of active caspase-1 which in turn cleaves 
cytokine IL-1β and IL-18 precursors into their active forms as well as initiates pyroptotic cell 
death. The molecular mechanism of the NLRP3 inflammasome activation remains largely 
elusive which hinders the development of selective therapeutic strategies for numerous diseases 
associated with disregulation of NLRP3. In this doctoral dissertation we addressed some of the 
open questions regarding the early stages of the NLRP3 inflammasome activation. Establishing 
cell lines that expressed chimeric NLRP3 variants where PYD domain was replaced by other 
interaction domains we found that NLRP3PYD domain is critically involved in the maintenance 
of inactive NLRP3 conformation as its replacement with various CARD domains resulted in 
constitutive inflammasome activation. Using the constructs where NLRP3PYD domain was 
coupled to various oligomerisation domains we also investigated the minimal active 
stoichiometry of NLRP3 oligomer and found that a trimer of NLRP3PYD domains was sufficient 
for the inflammasome activation. In addition, we were interested in the structure and protein 
arrangement within the complex. 3D SIM superresolution microscopy of fluorescently labelled 
proteins within the complex revealed that ASC-GFP forms a highly branched network with a 
dense core containing the NLRP3 oligomer. Monitoring the dynamics of the complex formation 
in real time further revealed that ASC-GFP filaments are being condensed into a speck through 
intense branching of filaments, a process supported by ASCCARD domains. Moreover, based on 
the available protein crystal structures and mutagenesis studies that identified interaction 
surfaces of inflammasome proteins we also designed peptide inhibitors of the NLRP3 
inflammasome. Five of the designed peptides inhibited IL-1β release, caspase-1 activation and 
ASC oligomerisation. Peptide comprising the ASCPYD/H2-H3 segment selectively inhibited the 
inflamasom NLRP3. In order to underline its relevance in a neurological setting, it was 
equipped with Angiopep-2 peptide sequence which enabled its transfer through the brain-blood 
barrier in the absence of any negative effects on its inhibitory potential. This doctoral thesis 
provides new mechanistic clues on NLRP3 inflammasome activation as well as a toolbox of 
designed peptide inhibitors that could represent the basis for the novel therapeutic approaches 
to treating NLRP3 inflammasome associated diseases. 
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IZVIRNI ZNANSTVENI ČLANEK  
 
Priloga 2 
 
Sušjan, P., Roškar, S. & Hafner-Bratkovič, I. The mechanism of NLRP3 inflammasome 
initiation: Trimerization but not dimerization of the NLRP3 pyrin domain induces robust 
activation of IL-1β. Biochem. Biophys. Res. Commun. 483, 823–828 (2017). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
V 
 
KAZALO VSEBINE 
 
ZAHVALA .............................................................................................................................................................. I 
POVZETEK ............................................................................................................................................................ II 
SUMMARY .......................................................................................................................................................... III 
IZVIRNI ZNANSTVENI ČLANEK .................................................................................................................... IV 
KAZALO VSEBINE .............................................................................................................................................. V 
KAZALO SLIK .................................................................................................................................................. VIII 
KAZALO PREGLEDNIC ...................................................................................................................................... X 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI ................................................................................................................................. XI 
1 UVOD .................................................................................................................................................................. 1 
1.1 Številne bolezni sodobnega časa spremlja kronično vnetje .......................................................................... 1 
1.2 Kronične vnetne bolezni so pogosto avtoinflamatorne ................................................................................. 1 
1.3 Vnetni odziv na lastne molekule se odvija z namenom regeneracije tkiva ................................................... 2 
1.4 Molekularni mehanizmi v ozadju vnetja ....................................................................................................... 3 
1.4.1 Vnetje je del druge obrambne linije prirojene imunosti ........................................................................ 3 
1.4.2 Vnetje na molekulski ravni aktivira zaznava mikrobnih in endogenih molekul z receptorji PRR ........ 4 
1.4.3 Signal se do efektorskih proteinov prenaša po omrežju signalnih poti, v katerih se proteini z namenom 
ojačitve signala pogosto povežejo v strukturirane komplekse ........................................................................ 7 
1.4.4 Med inflamasomskimi kompleksi je za uravnavanje sterilnega vnetja odgovoren inflamasom NLRP3 8 
1.5 Mehanizem aktivacije  inflamasoma NLRP3 ............................................................................................... 9 
1.5.1 Inflamasom NLRP3 aktivira širok nabor molekul DAMP .................................................................... 9 
1.5.2 Aktivatorji inflamasoma NLRP3 povzročijo izstop K+ ionov iz celice ............................................... 11 
1.5.3 Izstop K+ vodi do aktivacije kinaze NEK7 in relokacije NLRP3 ........................................................ 11 
1.5.4 Za aktivacijo inflamasoma NLRP3 je ključna sprememba konformacije in oligomerizacija senzorskega 
proteina NLRP3 ............................................................................................................................................ 13 
1.5.5 Inflamasomski kompleks se stvori z oligomerizacijo proteinov ASC in pro-kaspaze-1 okoli 
nukleacijskega jedra NLRP3 ........................................................................................................................ 17 
1.5.6 Na inflamasomskem kompleksu se preko avtokatalitske cepitve aktivira kaspaza-1 .......................... 19 
1.5.7. Kaspaza-1 sproži zorenje vnetnih citokinov in piroptotično smrt ...................................................... 20 
1.5.8 Sproščanje citokinov in piroptoza sprožita močan vnetni odziv ......................................................... 21 
1.5.9 Alternativne poti aktivacije inflamasoma NLRP3 ............................................................................... 21 
2 NAMEN IN HIPOTEZE .................................................................................................................................... 23 
2.1 Opredelitev problema ................................................................................................................................. 23 
2.2 Cilji ............................................................................................................................................................. 23 
2.2.1 Osvetlitev vloge domene PYD pri uravnavanju aktivacije proteina NLRP3 ....................................... 23 
2.2.2 Določitev minimalne oligomerizacijske stopnje NLRP3, ki sproži aktivacijo inflamasoma NLRP3 . 24 
2.2.3 Struktura in organizacija proteinov znotraj inflamasomskega kompleksa NLRP3 ............................. 24 
2.3.4 Inhibicija inflamasoma NLRP3 z načrtovanimi peptidnimi inhibitorji ............................................... 25 
2.3.5 Opremljanje načrtovanih peptidnih inhibitorjev za prehod krvno-možganske pregrade ..................... 25 
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
VI 
 
2.3 Hipoteze ...................................................................................................................................................... 26 
3 MATERIALI IN METODE ............................................................................................................................... 27 
3.1 Materiali ...................................................................................................................................................... 27 
3.1.1 Laboratorijska oprema ......................................................................................................................... 27 
3.1.2 Kemikalije ........................................................................................................................................... 28 
3.1.3 Raztopine in pufri ................................................................................................................................ 28 
3.2 Metode ........................................................................................................................................................ 29 
3.2.1 Gojenje celičnih kultur ........................................................................................................................ 29 
3.2.2 Priprava genskih vključkov ................................................................................................................. 29 
3.2.3 Priprava stabilnih celičnih linij ............................................................................................................ 32 
3.2.4 Nacepitev celic v plošče ...................................................................................................................... 37 
3.2.5 Priprava sintetičnih peptidov ............................................................................................................... 37 
3.2.6 Stimulacija celic .................................................................................................................................. 37 
3.2.7 Določanje koncentracije citokinov s testom ELISA in aktivnosti SEAP s testom QuantiBlue ........... 38 
3.2.8 Določanje preživelosti celic s testom XTT .......................................................................................... 39 
3.2.9 Spremljanje piroptoze s testom LDH .................................................................................................. 39 
3.2.10 Detekcija proteinov s prenosom Western .......................................................................................... 39 
3.2.11 Nativna gelska elektroforeza ............................................................................................................. 40 
3.2.12 Tehnike imunocitokemije .................................................................................................................. 40 
3.2.13 Konfokalna mikroskopija .................................................................................................................. 41 
3.2.14 Pretočna citometrija ........................................................................................................................... 41 
3.2.15 Eksperimenti na živalih ..................................................................................................................... 42 
3.2.16 Priprava histoloških preparatov ......................................................................................................... 42 
3.2.17 Strukturirana osvetlitvena mikroskopija 3D SIM .............................................................................. 43 
3.2.18 Produkcija, izolacija in čiščenje proteinov ........................................................................................ 43 
3.2.19 Analiza medproteinskih interakcij s površinsko plazmonsko resonanco ........................................... 44 
3.2.20 Statistična analiza .............................................................................................................................. 44 
4 REZULTATI ...................................................................................................................................................... 46 
4.1 Osvetlitev vloge domene PYD pri uravnavanju aktivacije NLRP3 ............................................................ 46 
4.1.1 Vzpostavitev celičnega sistema za raziskovanje vloge NLRP3 PYD ..................................................... 46 
4.1.2 Zamenjava domene PYD s CARD v NLRP3 sproži konstitutivno izločanje IL-1β ............................ 46 
4.1.3 Konstitutivna aktivacija IL-1β pri himernih konstruktih je fenotipsko podobna aktivaciji pri 
inflamasomu NAIP/ NLRC4 ........................................................................................................................ 49 
4.2 Določitev minimalne stopnje oligomerizacije NLRP3, ki sproži aktivacijo inflamasoma NLRP3 ............ 51 
4.2.1 Vzpostavitev celičnega sistema za proučevanje oligomerizacije ........................................................ 51 
4.2.2 Monomerna in dimerna oblika NLRP3PYD ne zadoščata za aktivacijo inflamasoma NLRP3 ............. 51 
4.2.3 Trimerizacija NLRP3PYD sproži robustno konstitutivno aktivacijo IL-1β ........................................... 53 
4.2.4 Aktivacija NLRP3PYD-Foldon je odvisna od kaspaze-1 ...................................................................... 54 
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
VII 
 
4.2.5 NLRP3PYD-Foldon po aktivaciji ne tvori običajnih inflamasomskih kompleksov, a sproži piroptotično 
smrt ............................................................................................................................................................... 55 
4.3 Struktura in organizacija proteinov znotraj inflamasomskega kompleksa NLRP3 ..................................... 56 
4.3.1 Priprava celičnih linij za vizualizacijo inflamasomskega kompleksa s superresolucijsko mikroskopijo
 ...................................................................................................................................................................... 56 
4.3.2 Oligomerizirani proteini ASC tvorijo visoko zamreženo strukturo z gosto sredico ............................ 57 
4.3.3 Oligomer NLRP3 se nahaja v središču kompleksa .............................................................................. 58 
4.3.4  Kompleks se zgoščuje z zamreženjem filamentov, pri čemer ima pomembno vlogo domena ASCCARD
 ...................................................................................................................................................................... 60 
4.4 Inhibicija inflamasoma NLRP3 z načrtovanimi peptidnimi inhibitorji....................................................... 63 
4.4.1 Načrtovanje peptidnih inhibitorjev ...................................................................................................... 63 
4.4.2 Načrtovani peptidi iz regij PYD, CARD in NACHT inhibirajo sproščanje IL-1β .............................. 67 
4.4.3 Peptidni inhibitorji učinkovito zavirajo konstitutivno aktivacijo inflamasoma NLRP3 ...................... 67 
4.4.4 Peptidni inhibitorji zavirajo aktivacijo kaspaze-1 ............................................................................... 70 
4.4.5. Peptidni inhibitorji zavirajo tvorbo inflamasomskega kompleksa ...................................................... 70 
4.4.6 Vpliv peptidnih inhibitorjev na signalno pot NF-κB ........................................................................... 73 
4.4.7 Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 selektivno inhibira NLRP3 inflamasom ............................................ 75 
4.4.8 Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 učinkovito zavira infiltracijo nevtrofilcev na mišjem modelu 
peritonitisa .................................................................................................................................................... 77 
4.5 Opremljanje načrtovanih peptidnih inhibitorjev za prehod krvno-možganske pregrade ............................ 78 
4.5.1 Načrtovanje nevrološko relevantnih peptidnih inhibitorjev ................................................................ 78 
4.5.2 Dodatek sekvence Angiopep-2 ne vpliva na inhibitorni potencial peptida ASCPYD/H2-H3 in omogoča 
prehod celične membrane ............................................................................................................................. 78 
4.5.3 Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 se veže na tarčno domeno NLRP3PYD ......................................................... 79 
4.5.4 ASCPYD/H2-H3 z dodanima sekvencama Angiopep-2 in Antennapedia je zmožen prehoda krvno-
možganske pregrade ..................................................................................................................................... 80 
5 RAZPRAVA ...................................................................................................................................................... 84 
5.1 Patološka vloga inflamasoma NLRP3 ........................................................................................................ 84 
5.2 Osvetlitev vloge domene PYD pri uravnavanju aktivacije proteina NLRP3 .............................................. 84 
5.3 Določitev minimalne oligomerizacijske stopnje NLRP3, ki sproži aktivacijo inflamasoma NLRP3 ......... 85 
5.4 Struktura in organizacija proteinov znotraj inflamasomskega kompleksa NLRP3 ..................................... 87 
5.5 Inhibicija inflamasoma NLRP3 z načrtovanimi peptidnimi inhibitorji....................................................... 88 
5.6 Opremljanje načrtovanih peptidnih inhibitorjev za prehod krvno-možganske pregrade ............................ 90 
6 SKLEPI .............................................................................................................................................................. 92 
VIRI IN LITERATURA ....................................................................................................................................... 93 
 
 
 
 
 
 
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
VIII 
 
KAZALO SLIK 
 
Slika 1: Nemikrobni vnetni odziv in njegova vloga pri regeneraciji tkiva .............................................................. 3 
Slika 2: Molekularni mehanizmi sterilnega vnetja .................................................................................................. 6 
Slika 3: Strukture oligomerov senzorskih proteinov NLRC4, APAF-1 in DARK .................................................. 7 
Slika 4: Potek aktivacije inflamasomov NLRP3, NAIP/NLRC4 in AIM2 ........................................................... 10 
Slika 5: Umeščenost aktivatorjev NLRP3 v signalni poti glede na izstop K+ ...................................................... 13 
Slika 6: Aktivacija senzorskega proteina NLRP3 po trenutnem konsenzu in zgradba NLRP3 s pregledom za 
aktivacijo ključnih mest ........................................................................................................................................ 15 
Slika 7: Trenutni model tvorbe inflamasomskega kompleksa............................................................................... 17 
Slika 8: Zgradba helikalnega filamenta ASCPYD in 3 interakcijske površine ASCPYD, udeležene v njegovo tvorbo
 .............................................................................................................................................................................. 18 
Slika 9: Zgradba helikalnega filamenta ASCCARD in 3 interakcijske površine ASCCARD, udeležene v njegovo tvorbo
 .............................................................................................................................................................................. 19 
Slika 10: Predlagana mehanizma aktivacije kaspaze-1 ......................................................................................... 20 
Slika 11: Princip metode lepljenja po Gibsonu ..................................................................................................... 31 
Slika 12: Princip ekspresijskega sistema Retro-X Tet-On 3G .............................................................................. 33 
Slika 13: Shematski oris priprave stabilnih celičnih linij z retroviralno transdukcijo in sistemom Retro-X Tet-On 
3G .......................................................................................................................................................................... 34 
Slika 14: Postopek redčenja za pridobitev posamičnega klon ............................................................................... 36 
Slika 15: Princip delovanje testa LDH .................................................................................................................. 39 
Slika 16: Princip Moirovih vzorcev pri mikroskopiji 3D SIM .............................................................................. 44 
Slika 17: Princip metode SPR ............................................................................................................................... 45 
Slika 18: Humani NLRP3 v odsotnosti domene PYD ne sproža aktivacije inflamasoma NLRP3. ...................... 47 
Slika 19: Zamenjava NLRP3 PYD domene z domeno CARD vodi do konstitutivne aktivacije. ......................... 48 
Slika 20: Aktivacija pri celičnih linijah z zamenjavo NLRP3PYD v CARD poteka delno preko ASC in delno preko 
direktne povezave s pro-kaspazo-1 ....................................................................................................................... 50 
Slika 21: Dimerizacija  NLRP3 ne sproži aktivacije inflamasoma NLRP3 .......................................................... 52 
Slika 22: Trimerizacija NLRP3PYD sproži robustno aktivacijo IL-1β in piroptozo ............................................... 54 
Slika 23: Konstitutivna aktivacija NLRP3PYD-Foldon je odvisna od kaspaze-1 in poteka v odsotnosti velikih 
oligomerov ASC ................................................................................................................................................... 55 
Slika 24: Aktivacija inflamasoma NLRP3 pri celičnih linijah, ki so izražale konstrukte NLRP3-Skylan S, NLRP3-
tagRFP in ASC-GFP ter NLRP3-Skylan S in ASC-tagRFP ................................................................................. 56 
Slika 25: Struktura oligomeriziranih proteinov ASC-GFP in ASC-tagRFP v kompleksu .................................... 57 
Slika 26: Lokacija NLRP3 znotraj kompleksa ...................................................................................................... 58 
Slika 27: Struktura NLRP3 znotraj kompleksa. .................................................................................................... 59 
Slika 28: Lokacija kaspaze-1 znotraj kompleksa .................................................................................................. 60 
Slika 29: Spremljanje tvorbe inflamasomskega kompleksa .................................................................................. 62 
Slika 30: Primerjava razvejanosti oligomerov pri ASCPYD-GFP in ASC-GFP ..................................................... 63 
Slika 31: Strukture interakcijskih domen PYD in CARD z označenimi izbranimi peptidnimi segmenti ............. 65 
Slika 32: Poravnave zaporedij interakcijskih domen PYD in CARD ................................................................... 65 
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
IX 
 
Slika 33: Poravnava humanega in mišjega zaporedja domene NLRP3NACHT z označenimi izbranimi peptidnimi 
segmenti ................................................................................................................................................................ 66 
Slika 34: Homologni modeli strukture mišjega NLRP3 z označeno lokacijo izbranih peptidnih segmentov ....... 66 
Slika 35: Peptidi iz interakcijskih regij PYD, CARD in NACHT proteinov NLRP3 in ASC inhibirajo izločanje IL-
1β iz linije makrofagov ......................................................................................................................................... 68 
Slika 36: Peptidi inhibirajo aktivacijo inflamasoma NLRP3 s topnimi aktivatorji in konstitutivno aktiven 
inflamasom NLRP3 ............................................................................................................................................... 69 
Slika 37: Peptidni inhibitorji znižajo aktivacijo kaspaze-1 in oligomerizacijo ASC ............................................ 71 
Slika 38: Identificirani peptidni inhibitorji zavirajo oligomerizacijo ASC v inflamasomske komplekse ............. 72 
Slika 39: Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 ne vpliva na NF-κB signalno pot.. ....................................................... 74 
Slika 40: Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 selektivno inhibira NLRP3 inflamasom. ............................................. 76 
Slika 41: Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 učinkovito zavira peritonitis v mišjem modelu.. ................................. 77 
Slika 42: Dodatek sekvence Angiopep-2 ne vpliva na inhibitorni potencial peptida ASCPYD/H2-H3 in omogoča 
prehod celične membrane ..................................................................................................................................... 79 
Slika 43: Angiopep-2 ASCPYD/H2-H3 se veže na tarčno domeno NLRP3PYD. ...................................................... 80 
Slika 44: ASCPYD/H2-H3 z dodano sekvenco Angiopep-2 je zmožen prehoda krvno-možganske pregrade ............ 82 
Slika 45: ASCPYD/H2-H3 z dodano sekvenco Antennapedia je zmožen prehoda krvno-možganske pregrade ......... 83 
Slika 46: Grafični povzetek prispevkov doktorskega dela .................................................................................... 92 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
X 
 
KAZALO PREGLEDNIC 
 
Preglednica 1: Receptorji prirojene imunosti in aktivatorske molekule .................................................................. 5 
Preglednica 2: Primerjava struktur oligomerov senzorskih proteinov, homolognih NLRP3 .................................. 8 
Preglednica 3: Pregled znanih aktivatorjev inflamasoma NLRP3 ........................................................................ 12 
Preglednica 4: Strukturna primerjava znanih aktivnih in neaktivnih oblik različnih senzorskih proteinov .......... 14 
Preglednica 5: Primerjava kanonične, nekanonične in alternativne aktivacije inflamasoma NLRP3 ................... 22 
Preglednica 6: Pregled ciljev in hipotez doktorske naloge .................................................................................... 26 
Preglednica 7: Uporabljena laboratorijska oprema in potrošni material ............................................................... 27 
Preglednica 8: Uporabljene kemikalije ................................................................................................................. 28 
Preglednica 9: Uporabljene raztopine in pufri ...................................................................................................... 28 
Preglednica 10: Seznam uporabljenih izvornih celičnih linij in parametri njihovega gojenja .............................. 29 
Preglednica 11: Uporabljene količine za reakcijo PCR in temperaturni pogoji .................................................... 30 
Preglednica 12: Parametri klasične restrikcije in ligacije ...................................................................................... 31 
Preglednica 13: Parametri lepljenja po Gibsonu ................................................................................................... 31 
Preglednica 14: Seznam genskih konstruktov ....................................................................................................... 32 
Preglednica 15: Pogoji transfekcije pakirnih linij v plošči s 6 vdolbinami ........................................................... 34 
Preglednica 16: Seznam ustvarjenih oz. uporabljenih stabilnih celičnih linij ....................................................... 35 
Preglednica 17: Parametri nacepitve celic na plošče različnega formata .............................................................. 37 
Preglednica 18: Pregled načrtovanih peptidnih inhibitorjev, njihovih biokemijskih lastnosti .............................. 37 
Preglednica 19: Pregled uporabljenih aktivatorjev oz. modulatorjev, njihovih koncentracij in inkubacijskih časov
 .............................................................................................................................................................................. 38 
Preglednica 20: Pregled uporabljenih protiteles za detekcijo proteinov na membrani s prenosom Western ........ 40 
Preglednica 21: Pregled uporabljenih barvil pri imunocitokemijskih tehnikah .................................................... 41 
Preglednica 22: Pregled uporabljenih fluoroforjev ............................................................................................... 41 
Preglednica 23: Optimizirani pogoji SPR ............................................................................................................. 45 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
XI 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI  
 
A Absorbanca, angl. Absorbance 
AAA+ Angl. ATPases associated with various cellular activities 
AIM2 Angl. Absent in melanoma 2 
ASC Angl. Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD 
ATP Adenozin trifosfat, angl. Adenosine triphosphate 
AU1 Peptidni označevalec s sekvenco DTYRYI, angl. AU1-tag 
BSA Albumin iz govejega seruma, angl. Bovine serum albumin 
BTK Angl. Burton tyrosine kinase 
CAPS S kriopirinom povezani periodični vročinski sindromi oz. kriopirinopatije, angl. Cryopyrin-associated periodic 
fever syndromes 
CARD Angl. Caspase activation and recruitment domain 
CDS Citosolni senzorji DNA, angl. Cytosolic DNA sensors 
CLR Lektinski receptorji, angl. C-type Lectin Receptors  
CD Cirkularni dikroizem, angl. Circular dichroism 
DAMP S poškodbo povezani molekulski vzorci, angl. Damage-associated molecular patterns 
DMEM Angl. Dulbecco's modified Eagle medium 
DMSO Dimetil sulfoksid, angl. Dimethyl sulfoxide 
DOX Doksiciklin, angl. Doxycycline 
dTGN Angl. Dispersed trans Golgi network 
ELISA Imunsko-encimski test, angl. Enzyme-linked immunosorbent assay 
FCAS Družinski avtoinflamatorni sindrom povzročen z mrazom, angl. Familial cold autoinflammatory syndrome 
FBS Fetalni goveji serum, angl. Fetal bovine serum 
H Vijačnica, angl. Helix 
HD Angl. Helical domain 
His Polihistidinski peptidni označevalec iz 6-10 histidinov, angl. His-tag 
HMGB1   Angl. High mobility group box 1 protein 
HSP Proteini toplotnega šoka, angl. Heat shock proteins 
iBMDM Imortalizirani makrofagi iz kostnega mozga, angl. Immortalized bone marrow-derived macrophages 
IL Interlevkin, angl. Interleukin 
i.p. Intraperitonealno, angl. Intraperitoneal  
i.v. Intravenozno, angl. Intravenous 
KPI Angl. Kunitz proteaze inhibitor domain 
LDH Angl. Lactic acid dehydrogenase  
LPS Lipopolisaharid, angl. Lipopolysaccharide 
LRP Angl. Low density lipoprotein receptor related protein 
LRR Z levcinom bogate ponovitve, angl. Leucine-rich repeats 
mAU Miliabsorbance, angl. Milliabsorbance units 
MRE Molarna eliptičnost aminokislinskega ostanka, angl. Molar residue ellipticity 
MWS Muckle-Wellsov sindrom, angl. Muckle-Wells syndrome 
MQ Filtrirana in deionozirana voda s sistemom Millipore Corporation, angl. Milli-Q 
NACHT  Angl. Domain present in NAIP, CIITA, HET-E, and TP-1 
nanoSiO2 Nanodelci silikata, angl. Nanoparticles of silica 
NBD  Angl. Nucleotide-binding domain 
NEK7 Angl. NIMA-related kinase 7 
NF-κB  Angl. Nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells 
NIG Nigericin, angl. Nigericin 
NLR Angl. Nucleotid-binding domain, leucine-rich repeat domain containing receptors 
NLRC4 Angl. NLR family CARD domain containing 4 
NLRP3 Angl. NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 
NOMID Multisistemska bolezen z začetkom pri novorojenčku, angl. Neonatal onset multisystem inflammatory disease 
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
XII 
 
PAMP S patogeni povezani molekulski vzorci, angl. Pathogen-associated molecular patterns 
PBS Fosfatni pufer s soljo, angl. Phosphate-buffered saline 
PDK Proteinska kinaza D, angl. Protein kinase D 
PFA Paraformaldehid, angl. Paraformaldehyde 
PMS Fenazin metosulfat, angl. Phenazine methosulphate 
PRR Vzorčno prepoznavni receptorji, angl. Pattern recognition receptors 
PYD  Pirinska domena, angl. Pyrin domain  
RLR RIG-u podobni receptorji, angl. RIG-I-like receptors 
ROS Reaktivne kisikove zvrsti, angl. Reactive oxygen species 
SEAP Izločena zarodna alkalna fosfataza, angl. Secreted embryonic alkaline phosphatase 
SEC Gelska izključitvena kromatografija, angl. Size-exclusion chromatography 
SIM Strukturirana osvetlitvena mikroskopija, angl. Structured illumination microscopy 
SPR Površinska plazmonska rezonanca, angl. Surface plasmon resonance 
TLR Toll-u podobni receptorji, angl. Toll-like receptors 
TMR Tetrametilrodamin, angl. Tetramethylrhodamine 
XTT Angl. 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-innersalt-2H-tetrazolium 
vrt./min Vrtljaji na minuto, angl. Rotations per minute, rpm 
WHD Angl. Winged helical domain 
WT Divji tip, angl. Wild type  
-/- Homozigotno izbitje gena, angl. Knock-out 
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
1 
 
1 UVOD 
 
1.1 Številne bolezni sodobnega časa spremlja kronično vnetje 
Živimo v družbi, ki jo kljub napredku medicine še vedno pestijo številne kronične bolezni. Štiri 
jezdece apokalipse v moderni medicini predstavljajo bolezni srca in ožilja, sladkorna bolezen, 
rakava obolenja in nevrodegenerativne bolezni. Nega bolnikov s temi dolgotrajnimi in pogosto 
neozdravljivimi boleznimi, ki prizadanejo predvsem starejše generacije, predstavlja veliko 
družbeno-ekonomsko breme, kljub obilici raziskav pa še ni odgovorov na nekatera pereča 
vprašanja o vzrokih teh bolezni. V skladu s tem so terapevtske možnosti pogosto omejene na 
simptomatsko zdravljenje. Pri teh boleznih gre večinoma za večplastno etiologijo, pri kateri na 
klinično sliko poleg glavnih sprožilcev bolezni sčasoma začnejo vplivajo tudi drugi 
patofiziološki dejavniki. Čedalje več raziskav kaže, da za temi etiološko sicer povsem 
različnimi boleznimi tiči vsaj en skupni dejavnik – kronično vnetje1,2. Le-to se je sprva smatralo 
kot ugoden spremljevalec teh bolezenskih stanj. Vnetni odziv imunskega sistema je namreč 
običajno nepogrešljiv del obrambe pred tujki, ki se sproži z namenom njihove hitre odstranitve 
iz telesa, po potrebi pa tudi aktivacije specifičnih imunskih odzivov. Zadnje desetletje 
imunoloških raziskav pa je pokazalo, da lahko dolgotrajno vnetje sproži ali pa bistveno poslabša 
potek bolezni3. Snovi, ki jih imunske celice sproščajo v okviru vnetnega odziva in ki so v 
njegovi akutni fazi pomembne za odstranitev tujkov, ob dolgotrajnem vnetju lahko postanejo 
toksične za okoliško tkivo. Makrofagi in nevtrofilci na primer izločajo velike količine 
reaktivnih kisikovih zvrsti, proteaz, citokinov, kemokinov, dušikovega oksida in glutamata, ki 
lahko s citotoksičnostjo ali mutagenostjo na dolgi rok povzročajo degeneracijo tkiva4–7 ali 
rakava obolenja8. Prav tako izločajo tudi rastne faktorje, ki lahko spodbudijo prekomerno 
akumulacijo proteinov medceličnine4. Poškodovane celice v tem primeru namesto 
funkcionalnega tkiva nadomesti fibrozno tkivo, kar lahko spremeni arhitekturo organov in 
oslabi njihovo delovanje9,10.   
 
1.2 Kronične vnetne bolezni so pogosto avtoinflamatorne 
Kronično vnetje lahko do bolezni vodi kot posledica dolgotrajne nerazrešene okužbe s 
patogenimi mikroorganizmi. Prisotnost bakterije Helicobacter pylori v želodčni sluznici8, 
virusov hepatitisa B in C v jetrih8 ali človeškega papiloma virusa (HPV) na materničnem 
vratu11,12 so vse primeri okužb, ki predstavljajo tvegane dejavnike za pojav rakavih obolenj. 
Številne druge kronične vnetne bolezni, kot so ateroskleroza, revmatoidni artritis, sladkorna 
bolezen, Alzheimerjeva bolezen in putika, pa niso mikrobno pogojene. Kaj torej pri teh boleznih 
sproža kronično vnetje? Odgovor na to vprašanje se skriva v dognanjih zadnjih dveh desetletij, 
ko so znanstveniki odkrili, da se prirojeni imunski sistem, ki velja za primitivno prvo obrambno 
linijo imunskega sistema, ne odziva le na mikrobne molekule, pač pa se lahko v določenih 
okoliščinah odzove tudi na organizmu lastne, endogene molekule, v kolikor se v telesu pojavijo 
na nepričakovani lokaciji, se spremenijo ali pa akumulirajo4. Akumulacija endogenih molekul 
ali njihovih spremenjenih različic pa je skupna značilnost zgoraj omenjenih kroničnih vnetnih 
bolezni. Pri Alzheimerjevi bolezni se na primer v možganih akumulirajo amiloidni plaki, ki so 
nastali z akumulacijo napačno zvitega peptida amiloida β. Podobno pri aterosklerozi prihaja do 
kristalizacije holesterola na žilni steni, pri putiki pa do kopičenja kristalov urata v sklepih. 
Akumulacija tovrstnih molekul v tkivu aktivira lokalno prisotne makrofage in monocite in 
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
2 
 
vzdržuje konstantno raven vnetja, kar na dolgi rok negativno vpliva na funkcijo tkiva13. Ne le 
kronična akumulacija endogenih molekul, tudi njihova nenadna masovna sprostitev iz 
nekrotičnih celic, kar se na primer dogaja pri sepsi ali ob ishemijski reperfuziji po srčnem 
infarktu ali kapi, lahko privede do vnetja9,14. Pri slednji vzpostavitev ponovnega pretoka krvi 
namreč na poškodovano mesto prinese maso aktiviranih imunskih celic, citokinov in 
radikalov14, kar dodatno obremeni poškodovano srce ali možgane. Do vnetnega odziva prihaja 
tudi pri kroničnih črevesnih boleznih, kot sta ulcerozni kolitis in Chronova bolezen, pri katerih 
se zaradi porušene integritete črevesnega epitelija prirojena imunost vnetno odziva ob stiku s 
simbiotskim črevesnim mikrobiomom. Avtoinflamatornega odziva prirojene imunosti ne 
smemo zamenjevati z bolj znanim avtoimunskim odzivom, ki poteka v okviru evolucijsko 
naprednejše pridobljene imunosti in ki se odraža v boleznih, kot je lupus. Za razliko od 
avtoimunskih boleznih, kjer se pojavijo specifična protitelesa proti lastnim molekulam, so 
avtoinflamatorne bolezni posledica neposredne zaznave lastnih molekul. Pri številnih kroničnih 
vnetnih boleznih npr. revmatoidnem artritisu je ločnica sicer zabrisana, saj najdemo značilnosti 
tako avtoinflamatornega kot tudi avtoimunskega odziva.  
 
1.3 Vnetni odziv na lastne molekule se odvija z namenom regeneracije tkiva 
Glede na obseg patoloških posledic, povezanih z avtoinflamatornim odzivom, se pojavi 
vprašanje ali sposobnost imunskih celic, da sprožajo tovrstno nemikrobno oz. sterilno vnetje, 
sploh prinaša kakšne koristi. Študije kažejo, da je vnetni odziv prirojene imunosti tesno povezan 
z molekulskimi mehanizmi v ozadju regeneracije tkiva15. Tako mikrobno-pogojen kot sterilni 
tip vnetja sta v akutni fazi obrambna mehanizma telesa, v sklopu katerih skušajo imunske celice 
ponovno vzpostaviti integriteto okuženega in poškodovanega tkiva. Medtem ko mikrobni tip 
vnetja skuša zajeziti okužbo z eliminacijo patogenov, se je za sterilni tip vnetja izkazalo, da je 
pomemben pri sami sanaciji fizične poškodbe tkiva, ki spremlja okužbo ali pa nastopi 
neodvisno od okužbe (npr. pri sterilnih notranjih poškodbah, kot je srčni napad ali ob 
izpostavljenosti kože UV-žarkom)4,9. Pri tem namreč prihaja do velike količine nekrotičnih 
celic, ki jih je treba odstraniti, da se lahko prične regeneracija tkiva (slika 1). Prav tako je 
potrebno proizvesti citokine in rastne dejavnike, ki preko različnih signalnih poti sprožajo 
proliferacijo in diferenciacijo celic ter remodeliranje tkiva in angiogenezo16. Endogene 
molekule, ki se ob poškodbi tkiva sproščajo iz poškodovanih celic, v teh primerih delujejo kot 
indikatorji celičnega stresa, ki imunskim celicam signalizirajo lokacijo in obseg poškodbe. 
Zaznava endogenih molekul je torej ključnega pomena za sklopitev mehanizmov vnetja in 
regeneracije tkiva. Z namenom vzpostavitve ponovne homeostaze v tkivu se najverjetneje skuša 
imunski sistem sprva spopasti tudi z zgoraj omenjenimi patologijami. Študije kažejo, da celice 
mikroglije po fagocitozi amiloidnih plakov poleg sprožanja vnetnega odziva depozite tudi 
uspešno razgrajujejo17. Problem nastopi, ker zaradi kroničnega napredovanja bolezni imunske 
celice razgradnji niso več kos. Vnetje, ki spremlja fagocitozo depozitov, se nikoli ne razreši, 
temveč preraste v kronično vnetje, ki je toksično za nevrone6,7,18. Z razkrivanjem platoloških 
razsežnosti dolgotrajnega vnetja se je v medicini ponudila priložnost za spremembo pristopov 
k zdravljenju kroničnih bolezni.  
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Slika 1: Nemikrobni vnetni odziv in njegova vloga pri regeneraciji tkiva19 
 
1.4 Molekularni mehanizmi v ozadju vnetja 
 
1.4.1 Vnetje je del druge obrambne linije prirojene imunosti  
Da bi bolje razumeli pomen vnetja in molekularne mehanizme v njegovem ozadju, ga za 
začetek umestimo v širšo sliko delovanja imunskega sistema. Vnetje je del druge obrambne 
linije našega imunskega sistema, ki deluje na več med seboj kompleksno prepletenih obrambnih 
črtah20. Prvo vrsto obrambe predstavlja normalno funkcionalno tkivo, ki ga na izpostavljenih 
predelih fizično varuje koža oz. sloj epitelnih celic, sluznica ter laski in migetalke, ki tujke 
ujamejo ali pomikajo proti izstopnim odprtinam. Z zaščitno plastjo sebuma na površini kože, 
antimikrobnimi peptidi (defenzini) v sluznici, lizocimi v solzah, slini in znoju ter z želodčno 
kislino pa se zagotavlja kemična obramba tkiva pred mikroorganizmi20–22. 
 
Če omenjenim fizikalno-kemijskim preprekam navkljub, tujkom uspe prodreti globlje v tkivo, 
ali pa nekje v telesu pride do poškodbe tkiva, se v okviru t.i. prirojene ali naravne imunosti 
aktivira akutni vnetni odziv20,22. Klasično vnetje simptomatsko doživljamo kot bolečino, 
vročino, rdečico, otekanje vnetega mesta in izgubo funkcije prizadetega tkiva. Na mikroskopski 
ravni pa se tam odvija množična mobilizacija in infiltracija imunskih celic, kot so makrofagi, 
dendritične celice, nevtrofilci, mastociti, monociti in limfociti na okuženo ali poškodovano 
mesto (slika 1). Lokalno prisotni makrofagi in dendritične celice prvi zaznajo prisotnost tujkov 
in poškodovanih celic, jih fagocitirajo, hkrati pa v odziv nanje začnejo s t.i. vnetnimi citokini 
signalizirati nevarnost nevtrofilcem in drugim imunskim celicam. Dendritične celice so v ta 
namen sposobne tudi predstavitve mikrobnih peptidov na svoji površini. TNF-α, IL-1β in IL-6 
so primeri glavnih proinflamatornih citokinov, ki iz mesta okužbe difundirajo v krvni obtok in 
limfne vozle, kjer se vežejo na membranske citokinske receptorje tarčnih imunskih celic in jih 
tako obveščajo o nevarnosti. Ti nato sledijo gradientu kemokinov do prizadetega mesta in z 
dodatnim sproščanjem citokinov okrepijo imunski odgovor. Vsaka izmed tarčnih celic, na 
katere se vežejo citokini, ima svojo efektorsko vlogo pri razreševanju vnetja. Nevtrofilci in 
makrofagi začnejo fagocitirati in razgrajevati tujke in okužene celice, mastociti pa sproščajo 
histamin in prostaglandin, ki povzročita bolečino in vročino in s tem ustvarjata za mikrobe 
neugodno okolje. Dvig telesne temperature lahko z neposredno vezavo na receptorje na 
hipotalamusu sprožijo tudi citokini. 
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Poleg sproščanja citokinov in fagocitoze imajo celice prirojene imunosti, predvsem makrofagi 
in dendritične celice, tudi vlogo mobiliziranja celic pridobljenega imunskega odziva. Dele 
razgrajenih mikrobnih tujkov lahko namreč v obliki kratkih peptidov izpostavijo na površini v 
kompleksih MHC II, s čimer postanejo prepoznavni limfocitom20,22. Limfociti B in T so 
pripadniki t.i. pridobljenega ali adaptivnega imunskega sistema in predstavljajo tretjo 
obrambno črto, ki se angažira, če prirojena imunost ni kos okužbi. Za razliko od prirojenega 
imunskega sistema, ki na vse okužbe vedno odgovarja hipno, na enak način, enako intenzivno 
ter brez imunskega spomina, limfociti sprožajo proizvodnjo protiteles, specifičnih za sev 
mikroba. Odziv je ponavadi zakasnel, saj se morajo nova protitelesa še proizvesti, ima pa 
izredno pomembno sposobnost, da se protitelesa in celice, ki jih proizvajajo, shranijo v 
imunskem spominu, kar pomeni, da ob ponovni okužbi lahko pride do hitre in učinkovite 
reakcije. Limfociti aktivirajo opsonizacijo tujkov s protitelesi ali s komplementom, kar 
omogoča učinkovito označevanje tujkov za fagocitozo. Vnetje se zaključi, ko zaradi odstranitve  
tujkov, proizvodnje protivnetnih citokinov ali zaradi posredovanja supresorskih imunskih celic, 
ki aktivno inhibirajo imunski odziv, začne usihati gradient kemokinov in postopoma preneha 
mobilizacija celic na vnetno mesto. Takrat se lahko prične regeneracija poškodovanega tkiva 
na mestu vnetja. Pri sprožitvi slednjega igrajo veliko vlogo makrofagi, ki so v ta namen 
sposobni s proinflamatornega fenotipa M1, usmerjenega k proizvajanju vnetnih citokinov, 
preklopiti na proti-inflamatorni fenotip M2, ki aktivira protivnetne citokine npr. IL-10 in rastne 
dejavnike, kot je TGF-β9.  
 
1.4.2 Vnetje na molekulski ravni aktivira zaznava mikrobnih in endogenih molekul z 
receptorji PRR 
Pri zaznavanju mikrobnih okužb se prirojen imunski sistem poslužuje dejstva, da imajo 
mikroorganizmi na svoji površini in v notranjosti določene evolucijsko ohranjene strukturne 
motive, ki so ključni za njihovo preživetje in virulenčnost. Med te t.i. s patogeni povezane 
molekulske vzorce (angl. Pathogen-associated molecular patterns, PAMP)23 sodijo na primer 
lipopolisaharid (angl. Lipopolysaccharide, LPS), ki je sestavni del celične membrane Gram 
negativnih bakterij, lipoteihoična kislina v membrani Gram pozitivnih bakterij, komponente 
celične stene npr. peptidoglikan, flagelin kot sestavni del bakterijskega bička ter raznorazni 
lipoproteini in nukleinske kisline (preglednica 1). Kot omenjeno uvodoma, pa je prirojena 
imunost specializirana tudi za potrebe zaznavanja celične poškodbe in stresa14. V ta namen 
lahko zaznava različne, s poškodbo povezane molekulske vzorce (angl. Damage-associated 
molecular patterns, DAMP)24. Sem spadajo celične molekule, kot so ATP25, ROS26, nukleinske 
kisline, proteini toplotnega šoka (angl. Heat shock proteins, HSP)27, proteini medceličnine, 
lipoksigenirani vezikli in HMGB1 (angl. High mobility group box 1 protein)28, ki se običajno 
nahajajo znotraj celic in so tako pod fiziološkimi pogoji imunskemu sistemu nezaznavne 
(preglednica 1, slika 2). V primeru celičnega stresa ali poškodbe pa se zaradi porušene 
integritete membrane sprostijo iz nekrotičnih celic, kar sproži vnetje pod sterilnimi pogoji4. 
 
Za prepoznavo molekul PAMP in DAMP se je pri celicah prirojene imunosti razvila paleta 
različnih vzorčno prepoznavnih receptorskih proteinov (angl. Pattern recognition receptors, 
PRR). Mednje  sodijo Toll-u podobni receptorji (angl. Toll-like receptors, TLR), citosolni 
receptorji NLR (angl. Nucleotid-binding domain, Leucine-rich repeat domain containing 
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receptors), lektinski receptorji (angl. C-type lectin receptors, CLR), RIG-u podobni receptorji 
(angl. RIG-I-like receptors, RLR) in citosolni senzorji DNA (angl. Cytosolic DNA sensors, 
CDS)29 (preglednica 1, slika 2). 
 
Receptorji so glede na tip molekul, ki jh zaznavajo, strateško razporejeni po površini in v 
notranjosti imunskih celic. Z namenom detekcije bakterijskih komponent v zunajceličnem 
okolju so številni receptorji iz družine TLR (TLR4, TLR1/2, TLR5, TLR7, TLR8) in manozni 
receptor iz družine receptorjev CLR vsidrani v celično membrano. Patogeni se lahko znajdejo 
tudi med fagocitiranimi snovmi v znotrajceličnih kompartmentih, kot so endosomi, kjer jih 
prestrežejo receptorji TLR3, TLR7 in TLR9. Za zaščito pred bakterijami, kot sta Salmonella in 
Listeria, ki razmnoževalne niše iščejo znotraj celic, so celice opremljene s citoplazemskimi 
receptorji NLRC4 iz družine NLR, ki tovrstno nevarnost detektirajo preko zaznave flagelina in 
komponent bakterijskega sekrecijskega sistema v citosolu. Na citosolno prisotnost virusne 
RNA preži RIG-1 iz družine RLR29. Zaznavni repertoar ni omejen s številom receptorjev, saj 
so se nekateri receptorji zmožni med seboj povezovati v heterodimere (npr. TLR2 v kombinaciji 
s TLR1 zaznava lipotehoično kislino, s TLR6 pa lipomanan29), prav tako lahko receptor TLR4 
zaznava kopico različnih agonistov.  
 
Preglednica 1: Receptorji prirojene imunosti in aktivatorske molekule (povz. po14,29) 
Receptorji PRR Lokacija Tip vnetja Aktivatorske molekule Patologije 
Toll-u podobni 
receptorji (TLR) 
TLR1-10 
Membrana, 
endosomi 
Mikrobno 
 
Lipopolisaharid, lipotehoična kislina, 
peptidoglikan, flagelin, lipoproteini in 
nukleinske kisline 
 
Ishemijska reperfuzija, 
sistemski eritematozni   
lupus, revmatoidni 
artritis, rak  
Sterilno Nukleinske kisline, proteini toplotnega 
šoka, proteini medceličnine (hialuronska 
kislina, biglikan, fibrinogen, fibronectin) 
lipoksigenirani vezikli, histoni in 
HMGB1  
Receptorji NLR 
(NLRP3, NLRC4, 
NOD2, NLRP1) 
Citosol Mikrobno 
 
Flagelin, komponente sekrecijskega 
mehanizma T3SS, muramil dipeptid 
Ateroskleroza, 
Alzheimerjeva bolezen, 
putika, azbestoza, 
silikoza,  
Chronova bolezen, 
periodični vročinski 
sindromi 
 
Sterilno 
 
ATP, ROS, nukleinske kisline, patološki 
depoziti, mikrobni toksini, ki tvorijo pore 
Lektinski 
receptorji (CLR) 
Manozni receptor, 
Dektin-1, Mincle 
Membrana Mikrobno Manoza, komponente celične stene gliv 
(β-glikani) 
Kap, rak, ateroskleroza, 
Gaucherjeva bolezen 
 
Sterilno 
 
F-aktin, N-glikani 
 
RIG-u podobni 
receptorji (RLR) 
RIG-1 
Citosol Mikrobno 
 
Sterilno 
RNA iz virusov  
 
RNA endogenega izvora 
Sistemski eritematozni  
lupus, rak 
Citosolni senzorji 
DNA (CDS) 
AIM2, cGAS 
Citosol Mikrobno DNA mikrobnega izvora Rak, kronična bolezen 
ledvic  
Sterilno 
 
DNA endogenega izvora 
 
TLR4 je odgovoren tudi za zaznavo številnih zunajceličnih molekul DAMP npr. komponent 
zunajceličnega matriksa, kot sta hialuronska kislina in biglikan, proteinov toplotnega šoka ter 
sestavnega proteina kromatina – HMGB1, ki se ob jedrni poškodbi sprošča iz celic. Sposobnost 
zaznave slednjih sicer zaradi velike verjetnosti za kontaminacijo z LPS velja za nekoliko 
kontroverzno, saj tako proteini toplotnega šoka kot HMGB1 lahko vežejo LPS30,31. Za zaznavo 
citosolne DNA, ki je lahko povečana bodisi ob okrnjeni integriteti jedra in mitohondrijev bodisi 
ob vdoru znotrajceličnih patogenov, so specializirani receptorji iz družine CDS, med katerimi 
sta najbolj znana AIM2 in cGAS. K širokem zaznavnem repertoarju molekul DAMP pa največ 
prispeva citosolni receptor NLRP3, ki ima unikatno sposobnost zaznave raznolike palete 
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molekul DAMP npr. zunajceličnega ATP, mitohondrijske DNA, mitohondrijskih reaktivnih 
kisikovih zvrsti in številnih patoloških depozitov.  
 
Receptorji PRR po translaciji niso konstitutivno aktivni, temveč obstajajo v neaktivni,  
monomerni obliki vse dokler ne zaznajo ustrezne aktivatorske molekule. Zaznava aktivatorskih 
molekul na različne načine sproži povezovanje monomerov receptorskega proteina oziroma 
njihovo oligomerizacijo v homo ali heterooligomerne komplekse29, kar je predpogoj za 
nadaljne procese v signalni poti. Aktivatorske molekule oligomerizacijo sprožajo na različne 
načine. Receptorji TLR se na primer pogosto povežejo v pare oz. dimerizirajo, pri čemer je 
dimerizacija pogojena z direktno vezavo liganda, ki monomerne oblike receptorjev poveže v 
dimer32. Pri nekaterih receptorjih, kot sta TLR8 in TLR9, se ligandi vežejo na predhodno 
formirani dimer in aktivacijo sprožijo preko zmanjšanja razdalje med monomeroma v dimeru33. 
Pri receptorjih NLR pa prihaja tudi do oligomerizacije višjih stopenj. Receptor NLRP1 se 
aktivira s cepitvijo, ki povzroči njegovo proteasomalno razgradnjo in izpostavitev 
aktivacijskega fragmenta34. Pri receptorjih NLRC4 in NOD2 so ugotovili, da vezava ligandov 
privede do strukturnih premikov znotraj monomerov, po katerih se porušijo avtoinhibicijske 
interakcije in izpostavi njihova oligomerizacijska domena35–37.   
 
 
Slika 2: Molekularni mehanizmi sterilnega vnetja14 
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1.4.3 Signal se do efektorskih proteinov prenaša po omrežju signalnih poti, v katerih se 
proteini z namenom ojačitve signala pogosto povežejo v strukturirane komplekse 
Glavna značilnost prirojene imunosti je, da se kljub širokemu zaznavnemu repertoarju na 
aktivatorske molekule običajno odziva z enako jakostjo in na podoben, nespecifičen način22. 
To zagotavlja tako, da se aktivacijski signal s številnih receptorjev naprej prenaša po skupnih 
adapterskih proteinih. Na koncu prenosa signala po omrežju adapterskih proteinov se aktivira 
peščica sekundarnih prenašalcev signala, ki sprožijo različne efektorske funkcije prirojene 
imunosti. Od adapterskega proteina MYD88 odvisna pot aktivira transkripcijska faktorja NF-
kB ali AP-1, kar se odraža v proizvodnji koktejla različnih vnetnih citokinov (TNF-α in IL6) in 
kemokinov, ki koordinirajo in ojačajo vnetni odziv. Od MYD88 neodvisna pot preko 
adapterskega proteina TRIF je povezana z drugo vlogo prirojene imunosti – aktivacijo 
specifičnih odzivov pridobljene veje imunskega sistema, ki jo aktivirajo interferon regulirajoči 
dejavniki IRF, ki preko interferona IFN-β sprožijo zorenje dendritičnih celic. Aktivacija 
efektorskih funkcij pa ni nujno vedno uravnavana le na transkripcijski ravni. Eden izmed 
najmočnejših vnetnih citokinov – IL-1β, se iz varnostnih razlogov najprej izrazi v biološko 
neaktivni prekurzorski obliki, nato pa se aktivira preko proteolitske cepitve s kaspazo-138. 
 
 
        
Slika 3: Strukture oligomerov senzorskih proteinov NLRC439, APAF-140 in DARK41  
 
Nekateri receptorji prirojene imunosti se z adapterskimi in efektorskimi proteini povezujejo v 
velike komplekse (slika 3). Raziskave so pokazale, da ne gre za naključne agregate, temveč za 
strukturirane komplekse, v katerih so receptorji in adapterski proteini prisotni v definirani 
stehiometriji42 (preglednica 2). Dimeri receptorjev TLR se tako na primer s 6-8 adapterskimi 
proteini MYD88, 4 proteini IRAK4 in 4 proteini IRAK2 poveže v t.i. midosome. Konceptualno 
sorodni so jim inflamasomi, ki jih v citosolu z molekulami adapterja ASC in pro-kaspaze-1 
tvorijo oligomerizirani receptorji iz družin NLR ali CDS, za razliko od midosomov pa so 
velikostno neomejeni. Do sedaj znane strukture oligomerov senzorskih proteinov, ki sodelujejo 
v inflamasomih predpostavljajo raznolike stehiometrije oligomera (slika 3, preglednica 2). Pri 
aktivaciji NLRC4 nastane krožni oligomer iz 10-11 monomerov NLRC4 in 1 proteina iz 
družine NAIP39. Razmerje med aktivatorsko molekulo in gradniki NAIP-NLRC4 oligomera je 
substehiometrično, saj je le en kompleks NAIP/flagelin dovolj, da se sproži oligomerizacija. 
Strukturirano povezovanje ni omejeno le na prirojeno imunost, temveč obstaja tudi v drugih 
signalnih poteh, kot je na primer apoptoza. Pri slednji se v t.i. apoptosome povezujejo senzorski 
proteini APAF-1 s pro-kaspazo-9 ali DARK z Dronc42. Pri apoptotičnih senzorskih proteinih 
DARK in APAF-1 prihaja do vezave aktivatorjev v razmerju 1:1. Tudi pri teh senzorskih 
NAIP/NLRC4 DARC
NAIP
z vezanim
flagelinom
NLRC4
APAF-1
Citokrom c DARC
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proteinov so oligomeri stehiometrično in strukturno raznoliki, saj molekule DARK tvorijo 
dvojni oktamerni disk41, molekule APAF-1 pa se povežejo v heptamer40.  
 
Preglednica 2: Primerjava struktur oligomerov senzorskih proteinov, homolognih NLRP3 
Senzor Aktivator Razmerje med aktivatorsko 
molekulo in senzorskim 
proteinom v kompleksu 
Stehiometrija 
oligomera 
Oblika oligomera 
NAIP2-NLRC4 Flagelin 
 
Substehiometrično  
(1 flagelin v kompleksu) 
 
10-12 Oblika diska39  
NLRP1 Muramil dipeptid 
 
? 5-7 Oblika diska43 
DARK Dronc 
 
1:1 2x8 Dvojni oktamerni disk41 
APAF-1 Cyt C 1:1 7 Heptamerni disk40 
 
V preglednem članku Kagan in sod. (2014) tovrstne komplekse označijo za supramolekularne 
organizacijske centre44 (angl. Supramolecular organizing centres, SMOC), saj ima takšno 
povezovanje proteinov številne prednosti pri prenosu signala. Smiselno je namreč 
predpostavljati, da centralizacija signalizacije okoli takšnih kompleksov omogoča modularnost 
odziva. V takšnem centru se lahko teoretično glede na situacijo menjajo posamični receptorji 
in v odziv na različne agoniste sprožajo isto signalno pot, kar lahko občutno skrajša odzivni čas 
vnetnih procesov. Tvorba kompleksa je smotrna tudi s stališča ojačevanja signala, saj lahko 
majhna količina aktivatorske molekule preko oligomerizacije adapterskih proteinov sproži 
masovno aktivacijo efektorskega proteina na enoto prostornine celice. Kagan in sod. (2014) 
med prednosti prištevajo tudi kooperativnost, saj lahko povečana lokalna koncentracija molekul 
z relativno nizko afiniteto za alosterične interakcije olajša njihovo vezavo v nastajajoči 
oligomerni kompleks42. Med drugimi prednostmi izpostavljajo tudi digitalnost odziva oz. 
aktivacijo po principu vse ali nič, preprečevanje spontane aktivacije zaradi manjših nihanj v 
okolju ter časovni in prostorski nadzor nad prenosom signala. 
 
1.4.4 Med inflamasomskimi kompleksi je za uravnavanje sterilnega vnetja odgovoren 
inflamasom NLRP3 
Inflamasomi se tvorijo v citosolu, kjer so odgovorni za posttranslacijsko aktivacijo vnetnega 
citokina IL-1β. Za inflamasome je značilna dvosignalna aktivacija. Prvi signal, ki ga 
predstavljajo molekulski vzorci patogenov PAMP (npr. LPS), sproži transkripcijo senzorskega 
proteina in citokina IL-1β, drugi signal pa preko zaznave palete različnih mikrobnih (PAMP) 
in endogenih molekul (DAMP) sproži sestavljanje inflamasomskega kompleksa. Inflamasomi 
se tvorijo pod taktirko receptorskih oz. senzorskih proteinov iz družine NLR in CDS, ki po 
zaznavi aktivatorjev drugega signala oligomerizirajo v iniciacijsko jedro, okoli katerega se 
preko kaskade zaporednih oligomerizacij oblikuje inflamasomski kompleks45 (slika 4). Na 
oligomer senzorskega proteina se preko interakcij PYD-PYD veže adapterski protein ASC 
(angl. Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD), ki predstavlja ogrodje, na 
katerega se preko interakcij CARD-CARD veže pro-kaspaza-1 (45 kDa). Aktivna kaspaza-1 
nastane z avtokatalitsko cepitvijo in povezavo dveh domen p10 (10 kDa) in dveh domen p20 
(20 kDa) v tetramer. Kaspaza-1 nato pretvarja citokinske prekurzorje pro-IL-1β (31 kDa) in 
pro-IL18 v njune zrele različice IL-1β (17 kDa) in IL-18 (18 kDa), ki se lahko sproščajo iz 
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celice. Poleg citokinskega odziva aktivna kaspaza-1 preko cepitve gasdermina D in posledične 
tvorbe por v membrani sproži tudi piroptotično smrt.  
 
Obstaja več vrst inflamasomov, med najbolj znanimi pa so NLRP3, NAIP/NLRC4, AIM2, 
NLRP1 in NOD2. Vsem je skupen prvi signal aktivacije, med seboj pa se razlikujejo v tipu 
senzorskega proteina in v molekulah, ki predstavljajo drugi signal. Inflamasom NAIP/NLRC4 
se na primer aktivira ob zaznavi citosolnega flagelina (NAIP2) ali komponent sekrecijskega 
sistema tipa 3 (NAIP5), kar mu omogoča naveza senzorskih proteinov NAIP in NLRC4. Pri 
inflamasomu AIM2 senzorski protein AIM2 iz družine receptorjev CDS aktivira direktna 
vezava dvojnovijačne DNA iz citosola na njegovo domeno HIN (slika 4). Protein NLRP1 
zaznava muramil dipeptid ali toksin antraksa. Med seboj se razlikujejo tudi po pomembnosti 
adapterskega proteina ASC v signalni poti46. Ker NLRC4 vsebuje interakcijsko domeno CARD, 
za povezavo s pro-kaspazo-1 adapterskega proteina ASC ne potrebuje, ampak se lahko z njo 
poveže neposredno (slika 4). Kljub temu protein ASC pripomore k ojačanju odziva, saj študije 
kažejo, da je odziv inflamasoma NAIP/NLRC4 v odsotnosti ASC šibkejši47.  
 
Najbolj enigmatičen izmed inflamasomov pa je gotovo inflamasom NLRP3 (slika 4). 
Inflamasom NLRP3 (angl. NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3) je gonilni 
molekularni regulator sterilnega vnetja. Njegov senzorski protein NLRP3 se namreč odziva na 
najobsežnejši nabor molekul DAMP. Kljub temu, da bo minilo že dvajset let od njegovega 
odkritja, mehanizem, po katerem NLRP3 zaznava te molekule, ostaja pretežno nepojasnjen. 
Kljub strukturnim podobnostim z drugimi senzorskimi proteini inflamasomov, gre pri 
senzorskem proteinu NLRP3 verjetno za povsem edinstven mehanizem aktivacije, ki ne 
vključuje direktne vezave aktivatorskih molekul, ampak se odziva na spremembo celične 
homeostaze. Nepoznavanje mehanizma je frustrirajoče predvsem iz terapevtskega vidika, saj 
študije nakazujejo, da je vpleten v številne kronične bolezni. Iz teh razlogov veliko zanimanje 
imunološke stroke za ta kompleks ni presenetljivo. V nadaljevanju doktorske naloge se bomo 
podrobneje posvetili molekularnemu ustroju in mehanizmu aktivacije inflamasoma NLRP3.  
 
1.5 Mehanizem aktivacije  inflamasoma NLRP3 
 
1.5.1 Inflamasom NLRP3 aktivira širok nabor molekul DAMP 
Za aktivacijo inflamasoma NLRP3 je tako kot pri drugih inflamasomih potrebna kombinacija 
dveh signalov. Prvi signal predstavljajo različne mikrobne molekule PAMP, ki preko 
receptorjev TLR in signalne poti NF-κB sprožijo prepisovanje senzorskega proteina NLRP3 ter 
citokinskih prekurzorjev pro-IL-1β. Signalna pot NF-κB je ena izmed centralnih osi prenosa 
signala pri sprožanju vnetnega odziva, katere končni cilj je aktivacija transkripcijskega faktorja 
NF-κB29. Slednji je v citoplazmi celic običajno prisoten v neaktivnem stanju, vezan na 
inhibitorje iz družine Iκ-B, ki ovirajo njegov transport v jedro. Po stimulaciji celic z aktivatorji 
receptorjev TLR (z izjemo TLR3) pa se po signalni kaskadi preko adapterskega proteina 
MYD88 aktivira kompleks kinaze IκB (IKK), ki fosforilira inhibitor IκB. Fosforilirani IκB se 
ubikvitinira in proteasomalno razgradi, kar omogoči transport NF-κB do jedra, vezavo na DNA 
in aktivacijo transkripcije številnih mediatorjev vnetnih odzivov, kot so zgoraj omenjeni 
citokini, pa tudi drugih proteinov, vpletenih v proliferacijo celic in apoptozo. Drugi proteini 
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inflamasoma, kot so pro-IL-1848, pro-kaspaza-1 in ASC se konstitutivno izražajo v celici in za 
aktivacijo pogosto potrebujejo le še nekatere postranslacijske modifikacije, ki so prav tako 
pogojene s prvim signalom aktivacije in imajo najverjetneje vlogo pri uravnavanju aktivacije 
inflamasoma. Najpomembnejši modifikaciji sta fosforilacija in ubikvitinacija, ki je ponavadi 
inhibirajoča (npr. ubikvitinacija NLRP3)49–52.  
 
Drugi signal pri inflamasomu NLRP3 za razliko od večine receptorjev, ki zaznavajo po en tip 
liganda, sproži široka paleta kemijsko raznolikih znanilcev celičnega stresa (molekul DAMP), 
ki jih v grobem lahko razdelimo na topne in partikularne (preglednica 3). Med topnimi 
prevladujejo endogene molekule DAMP, na primer zunajcelični ATP25, reaktivne kisikove 
zvrsti53 (ROS, angl. Reactive oxygen species) in mitohondrijska DNA54. Poleg teh lahko 
inflamasom NLRP3 aktivirajo tudi nekateri mikrobni toksini (npr. nigericin25) in pa 
partikularne snovi, ki se akumulirajo v telesu kot posledica določenih patoloških obolenj, kot 
so amiloidni plaki v možganih pri nevrodegenerativnih boleznih7, kristali holesterola pri 
aterosklerozi13 in kristali urata pri putiki55. Poleg endogenih partikularnih delcev lahko 
inflamasom NLRP3 kot posledica poklicne izpostavljenosti aktivirajo tudi delci azbesta56 in 
silikata57, ki povzročajo azbestozo in silikozo in pa nekatere molekule, ki se pojavljajo v cepivih 
in zdravilih (aluminijeve soli57 in imikvimod58).  
 
 
Slika 4: Potek aktivacije inflamasomov NLRP3, NAIP/NLRC4 in AIM2 
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1.5.2 Aktivatorji inflamasoma NLRP3 povzročijo izstop K+ ionov iz celice  
Mehanizem aktivacije inflamasoma NLRP3 s številnimi aktivatorji ostaja pretežno 
nepojasnjen. Najenostavnejši mehanizem aktivacije bi bila njihova neposredna vezava na 
NLRP3. Tovrsten način aktivacije je prisoten pri večini receptorjev prirojene imunosti, vendar 
je ob široki in kemijsko raznoliki paleti aktivatorjev NLRP3 malo verjeten. Nasledila ga je 
zamisel o skupni posredniški molekuli, ki naj bi se sprostila iz poškodovanih celičnih 
organelov. Raziskave namreč za skoraj vse aktivatorje inflamasoma NLRP3 poročajo, da pred 
aktivacijo NLRP3 povzročijo poškodbe celičnih organelov (slika 5). Partikularni aktivatorji na 
primer po fagocitozi, s katero pridejo v celico, povzročijo destabilizacijo lizosomov, njihovo 
otekanje, pokanje in puščanje njihove vsebine v citosol57. Topni aktivatorji, kot so nigericin, 
ATP in gramicidin, tvorijo pore v celični membrani in poškodujejo mitohondrije, pri čemer se 
sprosti cel nabor endogenih molekul, kot so reaktivne kisikove zvrsti (ROS) in mitohondrijska 
DNA, ki aktivirajo inflamasom NLRP354,59. Pred kratkim se je seznamu poškodovanim 
organelom pridružil tudi Golgijev aparat, saj so za številne aktivatorje (nigericin, gramicidin, 
imikvimod in ATP) pokazali, da porušijo njegovo trans stran, ki se pri tem razprši v vezikle60. 
Vpletenosti poškodbe organelov v aktivacijo NLRP3 dodatno težo daje tudi dejstvo, da sta med 
direktnimi ligandi NLRP3 kar dva fosfolipida membran porušenih organelov (PtdIns4P60 in 
kardiolipin61). Med kandidati za univerzalnega posrednika se je tako znašla kopica proteinov 
npr. katepsini, reaktivne kisikove zvrsti (ROS) in mitohondrijska DNA, vendar je ta ideja počasi 
zamrla, bodisi ker za te molekule niso mogli pokazati direktne vezave na NLRP3 bodisi ker 
inhibitorji teh molekul inflamasom NLRP3 inhibirajo le delno38.  
 
Iz teh pomislekov se je razvila trenutno splošno sprejeta mehanistična predpostavka, da 
aktivaciji inflamasoma NLRP3 botruje porušenje ionske homeostaze v celici. Ta teorija sloni 
na odkritju, da znižanje koncentracije kalijevih ionov znotraj celice oz. izstop K+ (angl. K+ 
efflux) sproži robustno in specifično aktivacijo inflamasoma NLRP3 tudi v odsotnosti 
aktivatorjev62,63. Sodeč po do sedaj objavljenih študijah izstop kalija sprožijo skoraj vsi zgoraj 
omenjeni aktivatorji inflamasoma (z izjemo imikvimoda58 in hipertoničnega stresa64) zaradi 
česar je postal prvi znani skupni imenovalec aktivatorjev inflamasoma (slika 5). Aktivatorji 
izstop K+ sprožajo na različne načine: nigericin in drugi aktivatorji, ki tvorijo membranske pore, 
lahko povzročijo direkten izstop K+ skozi pore, pri partikularnih aktivatorjih pa izstop K+ po 
neznanem mehanizmu sledi destabilizaciji in puščanju lizosomov62.  
 
1.5.3 Izstop K+ vodi do aktivacije kinaze NEK7 in relokacije NLRP3 
Mehanizem, po katerem izstop kalija aktivira senzorski protein NLRP3, ni znan, zato imunologi 
intenzivno raziskujejo situacije, ki NLRP3 aktivirajo navzdol v signalni poti od izstopa K+. 
Najbolj zanimiva je študija vpletenosti kloridnih ionov, v kateri so Tang in sod. (2017) pokazali, 
da izstop K+ sproži tudi izstop kloridnih ionov, in sicer preko ionskih kanalčkov CLIC65, ki se 
ob aktivaciji z različnimi aktivatorji inflamasoma translocirajo na membrano. Tudi povišana 
koncentracija oksonijevih ionov oz. pH celičnega okolja naj bi aktivirala inflamasom NLRP366 
vendar si raziskave o tem niso enotne67. Medtem ko nizek pH na aktivacijo NLRP3 vpliva preko 
sprožitve izstopa K+, kloridni ioni delujejo navzdol v signalni poti in na izstop K+ nimajo vpliva 
(slika 5). Raziskave sicer poročajo, da je z aktivacijo NLRP3 povezana tudi spremenjena 
dinamika drugih znotrajceličnih ionov, kot sta npr. Na+ in Ca2+ 68.  
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Preglednica 3: Pregled znanih aktivatorjev inflamasoma NLRP3 
Znani aktivatorji inflamasoma NLRP3 Vpletenost izstopa K+ 
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Mikrobne molekule (PAMP) LPS (nekanonična pot), nigericin25, gramicidin Preko izstopa K+ 
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ROS53, kardiolipin61 
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Farmacevtske učinkovine Imikvimod58  
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Endogeni patološki depoziti Amiloidni plaki7 (Alzheimerjeva bolezen), 
artritični plaki (artritis), kristali urata55 (putika)  
Preko izstopa K+ 
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? 
 
? 
 
? 
 
Navzdol v signalni poti od 
izstopa K+ (ta stimulira vezavo) 
 
Izstop K+ bi teoretično lahko direktno vplival na spremembo konformacije NLRP3 ali povzročil  
spremembo afinitete NLRP3 za povezavo z interakcijskim partnerjem. Konkretnejši korak 
naprej v tej smeri so z obsežno študijo, v kateri so iskali mutacije, povezane s fenotipom 
pomanjkljivega sproščanja IL-1β, naredili Shi in sod. (2015). Identificirali so novo 
komponento, ki v signalni poti deluje navzdol od izstopa K+ ionov – kinazo NEK7 (angl. NIMA-
related kinase 7) (slika 5)73,74. Pokazali so, da se NEK7 z NLRP3 tudi direktno poveže, pri 
čemer, zanimivo, kinazna funkcija tega proteina nima nobene vloge. Interakcije med NEK7 in 
NLRP3 so oslabljene ob inhibiciji kanalčkov CLIC65, kar nakazuje, da se NEK7 v signalno pot 
vključi po izstopu kloridnih ionov in s tem tako predstavlja enega izmed najkasnejših so sedaj 
znanih členov signalnih poti pred aktivacijo NLRP3 (slika 5). Vse kaže, da vezava NEK7 na 
NLRP3 ne povzroči njegove neposredne aktivacije, temveč delno odklene njegovo 
konformacijo iz neaktivne v prehodno, delno aktivirano obliko (angl. Licenced state)69. 
Odkrivanje proteinov, ki se direktno vežejo z NLRP3, sicer počasi izgublja težo, saj so direktne 
interakcije z NLRP3 pokazali že za kopico najrazličnejših molekul, med drugim kardiolipin61, 
MAVS (angl. Mitochondrial antiviral-signalling protein)71,75, citoskeletni protein vimentin70, 
ATP receptor P2X7R72 in protein ubikvitinske ligaze CUL-150, ki za razliko od ostalih, ki so 
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aktivacijskega značaja, NLRP3 z ubikvitinacijo inhibira. Vloga teh proteinov je najverjetneje 
predvsem v uravnavanju aktivacije NLRP3. 
 
 
Slika 5: Umeščenost aktivatorjev NLRP3 v signalni poti glede na izstop K+ 
 
Po nedavni študiji ima izstop K+ vlogo tudi pri relokaciji NLRP3. Chen in Chen (2018) namreč 
ugotavljata, da se ob stimulaciji NLRP3 iz citosola relokalizira v perinuklearni prostor, in sicer 
vezan na razpršene vezikle, ki se sproščajo iz poškodovanega Golgijevega aparata (angl. 
Dispersed trans Golgi network, dTGN)60. Te vezikle avtorji dojemajo kot ogrodje, na katerem 
po vezavi NLRP3 poteče njegova oligomerizacija. Po njihovi teoriji naj bi imel izstop K+ vlogo 
predvsem pri znižanju ionske jakosti, kar omogoči vezavo NLRP3 na fosfolipid PtdIns4P 
razpršenih veziklov. Ugotavljajo tudi, da razpršeni vezikli nastanejo s poškodbo Golgijevega 
aparata, ki jo lahko povzročijo številni aktivatorji inflamasoma NLRP3, in sicer neodvisno od 
NLRP3 ali izstopa K+. Na podlagi te ugotovitve avtorji študije nekoliko drzno predpostavljajo, 
da izstop K+ sam po sebi ni zadosten za aktivacijo NLRP3, saj ni vpleten v tvorbo veziklov kot 
ključnih komponent za aktivacijo (slika 5). To je sicer v nasprotju z našimi izkušnjami in 
številnimi raziskavami, ki kažejo, da je inkubacija celic v mediju brez K+ ionov že zadostna za 
robustno aktivacijo inflamasoma NLRP362. Na področju raziskovanja lokacije NLRP3 sicer ne 
najdemo konsenza, saj so tako aktivno kot neaktivno obliko NLRP3 opazili na najrazličnejših 
koncih celice: poleg Golgijevega aparata tudi v citosolu, v endoplazemskem retikulumu, na 
mitohondrijih in na membranah, povezanih z mitohondriji76. 
 
1.5.4 Za aktivacijo inflamasoma NLRP3 je ključna sprememba konformacije in 
oligomerizacija senzorskega proteina NLRP3 
Po splošnem konsenzu senzorski protein NLRP3 v odsotnosti aktivatorja obstaja v neaktivni, 
avtoinhibirani obliki, zaznava drugega signala pa sproži spremembo njegove konformacije, ob 
kateri se izpostavi njegova oligomerizacijska domena NACHT (slika 6a). Oligomerizacija 
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NLRP3 je predpogoj za vse nadaljne aktivacijske procese45. Ta konsenz se opira na poznane 
mehanizme NLRP3 homolognih receptorjev, kot so NLRC4, NOD2 in APAF-1. Medtem ko se 
pri APAF-1 konformacijska reorganizacija zgodi po direktni vezavi citokroma c77, pri NLRC4 
odprtje neaktivne konformacije sproži posredniški strukturno homologen protein NAIP2, ki se 
aktivira po vezavi flagelina, nato pa z vezavo na monomer NLRC4 sproži kaskadno reakcijo 
odpiranja konformacij monomerov NLRC4 in njihovo povezovanje v oligomer36 (slika 4, 
preglednica 4). Nedavno je bila objavljena prva struktura NLRP3, kjer je NLRP3 prisoten v 
monomerni obliki in vezan na NEK769. Zaradi pomanjkanja strukture NLRP3 v aktivni obliki 
znotraj oligomera, si lahko pri napovedovanju znotrajmolekulskih strukturnih premikov, 
udeleženih v aktivacijo, zaenkrat pomagamo le s superpozicijo objavljene strukture NLRP3 s 
strukturami drugih senzorjev v aktivni in neaktivni obliki (preglednica 4). Takšna primerjava z 
NLRC4 na primer razkrije, da je NLRP3 v kompleksu z NEK7 prisoten v prehodni, delno 
aktivirani obliki69.  
 
Preglednica 4: Strukturna primerjava znanih aktivnih in neaktivnih oblik različnih senzorskih proteinov 
Senzorski 
protein 
 
Oblika 
(stehiometrija 
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ali ATP 
Prisotnost 
drugih 
ligandov 
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ADP vezan v 
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/  
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/ NAIP2 vezan 
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aktivno obliko po 
vezavi NEK7 
 
NLRC2 oz. 
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struktura) 
Neaktivna 
(monomer) 
ADP  
(vezan v NBD) 
/  LRR nima 
vloge pri 
vzdrževanju 
neaktivne 
oblike 
APAF-177 
(Kristalna 
struktura) 
Neaktivna 
(monomer) 
ADP  
(vezan v NBD) 
 
 
/  
 
Po vezavi citokroma c 
pride do rotacije med 
domeno WD1 in WD2 
za  60° 
 
Vezava 
citokroma c 
destabilizira 
avtoinhibicijske 
interakcije med 
WD1 in NBD-
HD2 
APAF-140,78 
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struktura) 
Aktivna 
(oligomer) 
ADP Citokrom c, 
vezan na 
APAF-1 med 
dvema β-
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V nadaljevanju si bomo podrobneje pogledali molekularni ustroj senzorskega proteina NLRP3 
in podali pregled obstoječih mehanističnih implikacij. NLRP3 je zgrajen iz regije LRR (angl. 
Leucine rich repeats), ki NLRP3 daje značilno podkvasto obliko, iz vmesne oligomerizacijske 
domene NACHT ter interakcijske pirinske domene (angl. Pyrin domain, PYD) (slika 6). Pri 
številnih receptorskih proteinih prirojene imunosti ima vlogo zaznavanja agonistov regija LRR. 
V naši raziskovalni skupini pa smo ugotovili, da je, presenetljivo, pri senzorskem proteinu 
NLRP3 za zaznavo povsem pogrešljiva, saj se njena delecija odraža v fenotipu, ki je povsem 
primerljiv z divjim tipom NLRP379. Prav tako ni vpletena v vzdrževanje avtoinhibirane 
neaktivne oblike, saj se njena delecija ni odražala v konstitutivni aktivnosti. To pa ne izključuje 
morebitne vloge domene LRR pri uravnavanju aktivacije NLRP3. V njej se namreč nahaja kar 
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nekaj mest za posttranslacijske modifikacije49. Prav tako so Hoss in sod. (2019) pokazali, da v 
regiji LRR humane oblike NLRP3 (ne pa tudi mišje) prihaja do alternativnega izrezovanja 
eksona 5, kar se odraža v neaktivni obliki NLRP3. Prisotnost neaktivnih različic NLRP3 v 
celični populaciji se sklada z eksperimentalno opaženo stohastično aktivnostjo NLRP3, saj ob 
stimulaciji do tvorbe kompleksa pride le v nekaterih celicah. 
 
                                       
Slika 6: Aktivacija senzorskega proteina NLRP3 po trenutnem konsenzu (a) in zgradba NLRP3 s pregledom za aktivacijo 
ključnih mest (b) 
 
Domena NACHT proteina NLRP3 je pomembna za njegovo oligomerizacijo. Obsega domene 
HD2 (angl. Helical domain 2), WHD (angl. Winged helical domain), HD1 (angl. Helical 
domain 1) in NBD (angl. Nucleotide-binding domain) (slika 6b). Vse naštete domene so 
kritično pomembne za aktivacijo NLRP3, na kar nakazuje dejstvo, da so bile v celoti zaobjete 
v najmanjši še aktivni delecijski mutanti miniNLRP3 (1-686), ki smo jo s sistematičnimi C-
terminalnimi delecijami NLRP3 identificirali v naši študiji79. V domeni HD2 regije NACHT se 
sodeč po strukturi NLRP3-NEK7 nahaja interakcijsko mesto, v katerem se na NLRP3 veže 
njegov interakcijski partner NEK7 (slika 6b)69. V interakcije med NLRP3 in NEK7 naj bi bili 
glede na dosedanje raziskave udeleženi tudi domena NBD, saj vezava inhibitorja oridonina 
prepreči interakcije med NLRP3 in NEK780 ter peti ekson regije LRR, kar naj bi bil tudi razlog 
za prej omenjeno inaktivacijo NLRP3 ob izrezu tega eksona73,81 (slika 6b), vendar si vse 
raziskave o pomembnosti tega interakcijskega mesta niso enotne79. 
Neaktivna oblika
NLRP3
Aktivna oblika NLRP3 v oligomeru
NACHT
LRR
PYD
Drugi signal
PYD
NACHT
LRR
N
C
N
C
LRRHD2WHDHD1NBDPYDN C
NACHT
1 93                 220                                                                                                       621                  697                                               1034
Interakcija z NEK7
- Q636, E637, E638
Posttranslacijske modifikacije
- BRCC3, MARCH7, PTPN22, FBXL2
ATP vezavni motivi
- Walker A (tarča Cy-09)
- Walker B (tarča MCC950)
- Sensor 1
- PhhCW
- WH-His
Mutacijska žarišča pri
kriopirinopatijah
- R260W, T348M
Interakcija z NEK7 (humani NLRP3)
- Ekson 5
- Alternativno izrezovanje eksona 5
vodi do neaktivne variante NLRP3
Interakcija z dTGN (preko PtdIns4P)
- Polbazični predel KKKK (127-130)
- Sproži oligomerizacijo NLRP3 na dTGN
Fosforilacija tirozinov z BTK
- Nevtralizacija naboja sproži disociacijo oligomera NLRP3 z
razpršenih veziklov dTGN
Fosforilacija S293 s PKD (preko diacilglicerola) 
- Ubikvitinacija in razgradnja NLRP3
- Disociacija oligomera NLRP3 z membran, povezanih z mitohondriji
Disociacija CUL1 
- CUL1 ubikvitinira in zavira
aktivacijo NLRP3 
Minimalna še aktivna mutanta miniNLRP3
(1-686)
Prva neaktivna mutanta NLRP3
(1-665)
a
b
Interakcija
z NEK7
- C279 (tarča
oridonina)
Defosforilacija S5 s PP2A
- Preko nevtralizacije naboja
se sproži oligomerizacija NLRP3 
in povezava z ASC
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V domeni NBD se nahajajo številni motivi, pomembni za vezavo ATP82,83. Senzorski proteini 
NLR sodijo med ATPaze iz družine AAA+ (angl. ATPases associated with diverse cellular 
activities), njihova ATPazna sposobnost pa je tesno povezana z njihovo aktivnostjo. Med 
pomembnejše motive sodijo Walker A in Sensor1, ki sta udeležena v vezavo γ-fosfatne skupine 
ATP ter Walker B, ki veže Mg2+ ion, pomemben za hidrolizo ATP. Kritično vlogo predelov z 
ATP vezavnimi motivi pri aktivaciji NLRP3 lepo oriše dejstvo, da se kakršnekoli mutacije v 
teh predelih odražajo v neaktivnosti NLRP3. Ti motivi so tarča najbolj specifičnih inhibitorjev 
NLRP3, kot je na primer spojina MCC95084, ki se veže na motiv Walker B85,86, s čimer NLRP3 
zapre ali zaklene v neaktivni konformaciji86.  Še en tak inhibitor je Cy-09, ki se veže na motiv 
Walker A87. Ni povsem jasno, ali je za aktivacijo NLRP3 ključna vezava ATP ali disociacija 
ADP. V objavljeni strukturi NLRP3 so v tej domeni zaznali ADP, ki je sicer v strukturah 
homolognih receptorjev običajno vezan na monomerno, neaktivno obliko (preglednica 4).  
 
Na pomembnost tega predela za aktivacijo NLRP3 kaže tudi dejstvo, da se na aminokislinskih 
odsekih med posameznimi ATPaznimi motivi nahajajo žarišča mutacij, ki pogojujejo 
s kriopirinom povezane periodične vročinske sindrome (angl. Cryopyrin-associated periodic 
syndromes, CAPS)88. Pri bolnikih, ki trpijo za temi redkimi avtoinflamatornimi sindromi, je 
zaradi točkovnih mutacij protein NLRP3 konstitutivno aktiviran, kar se fenotipsko odraža v 
spektru različnih obolenj, kot je kronično vnetje kože, sklepov, živčevja, oči, sluha in ledvic, 
običajno pa jih spremlja vročina. Napadi se periodično ponavljajo, lahko pa jih sproži znižanje 
temperature. Prizadetost je odvisna od tipa sindroma, družinski avtoinflamatorni sindrom, 
povzročen z mrazom (FCAS, angl. Familial cold autoinflammatory syndrome), na primer 
poteka v blagi obliki, v hujši obliki pa poteka Muckle-Wellsov sindrom (MWS, angl. Muckle-
Wells syndrome) in multisistemska bolezen z začetkom pri novorojenčku (NOMID, angl. 
Neonatal onset multisystem inflammatory disease). 
 
Nedavne raziskave kažejo, da imajo lahko pomembno vlogo pri uravnavanju oligomerizacije 
tudi povezovalne regije med domenami znotraj NLRP3. V krajši povezovalni regiji med 
domeno NACHT in domeno PYD se na primer nahaja že omenjeni polibazični predel, za 
katerega so v študiji Chena in Chena (2018) pokazali, da omogoča vezavo NLRP3 s PtdIns4P 
in posledično oligomerizacijo NLRP3 na razpršenih veziklih Golgijevega aparata. Zhang in 
sod. (2018) pa so to zgodbo nadgradili z ugotovitvijo, da se mora oligomer NLRP3 pred tvorbo 
inflamasomskega kompleksa s proteini ASC iz Golgijevega aparata sprostiti89. Podobno kot 
Chen in Chen so tudi oni zaznali lokacijo NLRP3 v bližini Golgijevega aparata, in sicer na 
membranah, povezanih z mitohondiji. Njihova raziskava kaže, da se mora iz teh membran 
NLRP3, za katerega ugotavljajo, da je na tej stopnji že oligomeriziran, pred povezavo z ASC 
sprostiti. Sprostitev mu po dosedanjih raziskavah omogočata dve posttranslacijski modifikaciji, 
in sicer fosforilacija tirozinov v okolici polilizinskega vezavnega mesta za PtdIns4P90 in 
fosforilacija nekoliko bolj oddaljenega mesta S293 v domeni NBD89. 
 
Cilj oligomerizacije NLRP3 je, da v neposredno bližino privede interakcijske domene PYD, ki 
tvorijo nukleacijsko jedro, na katerega se lahko vežejo molekule adapterskega proteina ASC. 
Ker med domenami NLRP3PYD ob tem ne prihaja do homooligomerizacijskih interakcij, se jo 
pogosto smatra kot privesek NLRP3, pomemben za povezavo z adapterjem ASC, vendar pa ji 
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bomo kasneje v tem doktorskem delu pripisali še eno vlogo. Tudi študija Stutz in sod. (2017) 
nakazuje na večplastno vlogo domene PYD, saj ugotavljajo, da je za oligomerizacijo in 
povezavo z ASC potrebna defosforilacija serina S5 v domeni PYD91. S tem naj bi se namreč 
nevtraliziral negativen naboj v interakcijski površini med sosednjimi domenami PYD, 
odgovoren za elektrostatski odboj, ki preprečuje njihovo nukleacijo. Sama defosforilacija sicer 
še ni zadostna za aktivacijo NLRP3, je pa pomemben predpogoj, podobno kot tudi številne 
druge posttranslacijske modifikacije, ki uravnavajo aktivnost NLRP3.  
 
1.5.5 Inflamasomski kompleks se stvori z oligomerizacijo proteinov ASC in pro-kaspaze-1 
okoli nukleacijskega jedra NLRP3 
Okoli nukleacijskega jedra domen PYD oligomera NLRP3 se preko interakcij PYD-PYD 
odvija polimerizacija adapterskega proteina ASC45. Proteini ASC po kooperativnostnem 
principu homooligomerizirajo v svojih domenah PYD in predstavljajo osnovno ogrodje 
inflamasomskega kompleksa. Po trenutnem modelu polimerizacija poteka s tvorbo dolgega 
filamenta, ki ga tvorijo domene ASCPYD, in sicer v treh vzporedno oligomerizirajočih nizih, ki 
se helikalno podaljšujejo iz nukleacijskega jedra NLRP3PYD (slika 7, slika 8a)45. Na površini 
filamenta se ob tem izpostavljajo domene ASCCARD, ki v kompleks vežejo molekule pro-
kaspaze-192.  
 
 
Slika 7: Trenutni model tvorbe inflamasomskega kompleksa45  
 
Proteini se v inflamasomski kompleks povezujejo v interakcijskih domenah PYD in CARD, 
zgrajenih iz šestih α-vijačnic. Interakcije PYD-PYD in CARD-CARD temeljijo na 
elektrostatskem privlaku nasprotno nabitih predelov. Interakcije PYD-PYD omogoča izrazita 
polariziranost domene ASCPYD, ima namreč pozitivno nabiti vijačnici H2 in H3 ter negativno 
nabiti vijačnici H1 in H493. Ta dva predela naj bi po mnenju več študij, ki so na podlagi 
točkovnih mutacij in strukturne analize raziskovale interakcije med proteini ASC, predstavljala 
tudi najobsežnejšo izmed treh interakcijskih površin domene ASCPYD – površino I (slika 8b,c – 
Ia in Ib) 45,93–95. V njej prihaja do interakcij PYD-PYD z molekulami senzorskega proteina in 
do homooligomerizacije z drugimi domenami ASCPYD znotraj posamičnega 
oligomerizirajočega niza96. Preostali dve površini II in III pa sta pomembni za interakcije med 
sosednjimi oligomerizirajočimi nizi (slika 8b,c – IIa in IIb ter IIIa in IIIb). Oligomerizacija ASC 
poteka asimetrično, kar pomeni da se npr. v interakcijski površini I vijačnici H2 in H3 ene 
domene ASCPYD povežeta z vijačnicama H1 in H4 druge93. Na tak način se pri vsaki vezani 
domeni ASCPYD pušča prosta površina za vezavo novih monomerov in posledično teoretično 
neomejeno podaljševanje filamenta, ki je značilno za inflamasome.  
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Slika 8: Zgradba helikalnega filamenta ASCPYD (a,b) in 3 interakcijske površine ASCPYD, udeležene v njegovo tvorbo 
(b,c)45. S turkizno, rdečo in rumeno so označeni trije vzporedno oligomerizirajoči nizi ASCPYD, z rimskimi številkami I, II in 
III pa so označene asimetrične interakcijske površine med njimi. 
 
Na površini filamentov ASCPYD so izpostavljene domene ASCCARD, ki preko interakcij CARD-
CARD v svojih enakomerno posejanih nabitih predelih omogočajo vezavo pro-kaspaze-1 na 
inflamasomski kompleks (slika 7). Tudi interakcije v domenah CARD potekajo v treh 
asimetričnih interakcijskih površinah, pri čemer naj bi povezava s pro-kaspazo-1 potekala v 
površini II96,97 (slika 9a-c). Te interakcije sicer temeljijo na in vitro študiji homooligomerizacije 
izoliranih domen ASCCARD v filamente, ki je obstoječi model tvorbe inflamasomskega 
kompleksa pod fiziološkimi pogoji ne predpostavlja, vendar so tovrstni eksperimenti glede na 
ohranjenost domen CARD vseeno lahko informativni.  
 
V nedavni študiji pa so Dick in sod. (2016) identificirali še eno pomembno vlogo domene 
ASCCARD96. V skladu z zgoraj opisanim modelom bi morala biti celica po aktivaciji 
inflamasoma NLRP3 prepredena z dolgimi filamenti, vendar pa vizualizacija inflamasomskega 
kompleksa s fluorescenčno mikroskopijo razkrije tesno zvit klobčič sferične oblike. Avtorji 
študije so ugotovili, da se klobčič razmota v posamezne filamente, če v celici izrazijo konstrukt 
ASC brez domene CARD ali z mutirano domeno CARD (D130, D134), ki inhibira interakcije 
CARD-CARD96. Na podlagi teh opazovanj so sklenili, da ima domena ASCCARD tudi vlogo pri 
zamreženju in kondenzaciji filamentov ASCPYD v prepoznaven klopčič (angl. ASC speck) in 
tako pomembno vpliva na makroskopsko strukturo kompleksa. Vloga kondenzacije je 
najverjetneje v ojačanju vnetnega signala, saj se ob kondenzaciji močno poveča število 
vezavnih mesta za pro-kaspazo-1 na enoto prostornine celice. Domena ASCCARD ima torej 
preko interakcij CARD-CARD v inflamasomskema kompleksu tri funkcije: v kompleks veže 
pro-kaspazo-1, preko povezovanja z drugimi izpostavljenimi domenami ASCCARD kondenzira 
inflamasomski kompleks v značilen klobčič, pri inflamasomu NAIP/NLRC4 pa naj bi tudi 
a b
c
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omogočala vezavo senzorja NLRC4 z adapterskim proteinom ASC z namenom amplifikacije 
citokinskega odziva. 
 
Slika 9: Zgradba helikalnega filamenta ASCCARD (a) in 3 interakcijske površine ASCCARD, udeležene v njegovo tvorbo 
(b,c)97. S turkizno, zeleno in vijolično so ponazorjene sosednje domene ASCCARD v oligomerizirajočih nizi, z rimskimi 
številkami I, II in III pa so označene asimetrične interakcijske površine med njimi. 
 
1.5.6 Na inflamasomskem kompleksu se preko avtokatalitske cepitve aktivira kaspaza-1 
Na inflamasomski kompleks se preko interakcij CARD-CARD veže pro-kaspaza-1 (45 kDa). 
Zaradi neposredne bližine molekul pride do njene avtokatalitske cepitve, pri čemer se 
odcepljene podenote povežejo v heterodimer aktivne kaspaze-138. Raziskovalci si niso povsem 
enotni, katere podenote pro-kaspaze-1 pravzaprav gradijo katalitsko aktivno kaspazo-1 in ali je 
ta vezana na inflamasomski kompleks. Po splošno sprejetem mehanizmu se v heterodimer 
aktivne kaspaze-1 povežeta odcepljeni podenoti p20 (20 kDa) in p10 (10 kDa), kar pomeni, da 
se aktivna kaspaza-1 odcepi od inflamasomskega kompleksa (slika 10a). Zaznava teh dveh 
podenot namreč sovpada z aktiviranim inflamasomom NLRP3. To teorijo so pred kratkim 
omajali Boucher in sod. (2018), ki so predlagali, da aktivno kaspazo-1 gradi tetramer podenot 
p33 (33 kDa) in p10 (10 kDa), ki po odcepitvi ostaneta pripeta na inflamasomski kompleks 
(slika 10b).98 Podenoti p20 in p10 pa naj bi se od kaspaze-1 odcepili šele kasneje in bili vpleteni 
v negativno uravnavanje inflamasoma NLRP3. Za takšen mehanizem naj bi bili potrebni dve 
cepitveni mesti znotraj pro-kaspaze-1, in sicer v povezovalni regiji med domeno CARD in 
katalitsko domeno (angl. CARD domain linker, CDL) in v povezovalni regiji med p20 in p10 
(angl. Interdomain linker, IDL).  
a b
c
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Slika 10: Predlagana mehanizma aktivacije kaspaze-1 (povz. po98) 
 
1.5.7. Kaspaza-1 sproži zorenje vnetnih citokinov in piroptotično smrt 
Kaspaza-1 začne po aktivaciji cepiti citokinske prekurzorje pro-IL-1β (31 kDa) in pro-IL18 (24 
kDa) v njuni zreli različici IL-1β (17 kDa) in IL-18 (18 kDa). Poleg citokinov kaspaza-1 s 
cepitvijo aktivira tudi glavnega akterja piroptotične smrti – gasdermin-D99. Njegova N-
terminalna domena se po odcepitvi vgradi v membrano, tam oligomerizira in tvori pore, skozi 
katere iz celice začne uhajati njena vsebina. Kaspaza-1 je cisteinska proteaza, ki substrat cepi s 
svojim katalitskim mestom C284 na podenoti p20 (slika 10). Glede na raznolik nabor substratov 
kaspaze-1 dolgo ni bilo povsem jasno ali slednja v substratih prepozna določen substratni motiv 
ali pa se morda poslužuje različnih mehanizmov prepoznave. Kaspaze substrat običajno cepijo 
ob prepoznavi tetrapeptidnega motiva XXXD, ki je v svoji sestavi fleksibilen z izjemo 
aspartata, za katerim poteče cepitev. Z nedavno raziskavo pa se je izkazalo, da ta motiv pri 
zaznavi gasdermina D sploh ni nerelevanten, saj ga kaspaza-1 zaznava alosterično100. Za 
odcepitev N-terminalnega gasdermina D, ki sicer še vedno poteče za aspartatom, namreč ni 
pomembna le njegova interakcija z aktivnim mestom kaspaze-1, temveč tudi interakcija 
njegovega C-terminusa z ohranjeno hidrofobno β-strukturo kaspazne podenote p10, ki se 
izpostavi ob avtoprocesiranju100.  
 
Po cepitvi gasdermina D njegova N-terminalna domena sproži piroptotično smrt z vgraditvijo 
v membrano, oligomerizicijo in tvorbo pore, skozi katero iz celice začne uhajati njena vsebina99. 
Skozi pore se najverjetneje sprosti tudi glavnina citokinov101, vendar si raziskovalci glede 
mehanizma njihovega sproščanja niso povsem enotni, saj nekatere raziskave kažejo, da se 
citokini začnejo sproščati že pred piroptozo102. Dinarello (2011) je predlagal vezikularno 
sproščanje, kjer se citokini skupaj z aktivno kaspazo-1 zapakirajo v vezikle in tam 
procesirajo102. Glede na to, da so tako citokini kot gasdermin D pogojeni s cepitvijo istega 
encima, bi pričakovali, da sta izločanje citokinov in piroptoza simultana dogodka. Dick in sod. 
(2016) pa so na podlagi svojih mutacijskih študij v domeni ASCPYD identificirali dve mutaciji 
iz interakcijske površine II (Y59A in E80R), ki sta onemogočili oligomerizacijo ASC in tvorbo 
kompleksa96. Ker sta imeli ob tem inhibitorni učinek na aktivacijo citokinov, ne pa tudi na 
piroptozo, so avtorji zaključili, da je avtokatalitska cepitev pro-kaspaze-1 na kompleksu ključna 
za aktivacijo citokinov, ni pa edini vir aktivirane kaspaze-1, saj je piroptoza neodvisna od tvorbe 
Neaktivna oblika
(sproščena s kompleksa, 
vloga v negativni regulaciji)
Aktivna oblika je 
heterodimer p33 in p10
(vezan na kompleks)
Cepitev
Neaktivna oblika
Katalitsko mesto
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Prokaspaza-1
a
b
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Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
21 
 
kompleksa96. Ker pri teh mutacijah ni bila okrnjena povezava med ASC in senzorjem NLRP3, 
so sklepali, da se po aktivaciji ločeno od velikega kompleksa tvorijo tudi manjši piroptotični 
kompleksi, katerih vloga je predvsem v sprožanju piroptoze. To dognanje je izrednega pomena, 
saj prostorsko in časovno loči poti piroptoze in aktivacije citokinov. 
 
1.5.8 Sproščanje citokinov in piroptoza sprožita močan vnetni odziv  
Citokini IL-1β in IL-18 po sprostitvi iz celic preko vezave na citokinske receptorje IL-1R in IL-
18R na površini drugih imunskih celic signalizirajo nevarnost in potencirajo vnetje. Vezava 
citokinov IL-1β na nevtrofilce povzroči, da slednji po gradientu kemokinov migrirajo na 
prizadeto mesto in začnejo fagocitirati tujke in nekrotične celice. Vloga piroptotične smrti prek 
gasdermina D je večplastna. Poleg tega, da najverjetneje sproža maksimalno sprostitev 
citokinov, se z njimi v okolje sprosti tudi kopica endogenih molekul, ki lahko delujejo kot 
molekule DAMP in ojačajo vnetni odziv. Franklin in sod. (2014) so pokazali, da se s piroptozo 
iz celic v zunajcelični prostor sproščajo tudi inflamasomski kompleksi, ki zunaj celic ohranijo 
sposobnost aktivacije kaspaze-1 in IL-1β103. Presenetljivo, s fagocitozo lahko tudi prehajajo v 
okoliške celice, pri čemer delujejo kot partikularni aktivatorji inflamasoma, saj sprožajo 
destabilizacijo in sproščanje iz lizosomov. V citosolu se okoli njih lahko nanizajo novi 
monomeri ASC, čimer lahko nadaljujejo z aktivacijo kaspaze-1 in IL-1β. Raziskovalci te študije 
so na podlagi teh izsledkov inflamasomskim kompleksom pripisali prionske lastnosti. Kasnejša 
raziskava je v kontekstu Alzheimerjeve bolezni vlogo sproščanja kompleksov s piroptozo 
dopolnila še z ugotovitvijo, da sproščeni kompleksi iz celic mikroglije ojačajo agregacijo 
amiloida β in tako neposredno prispevajo k slabšanju bolezni104. 
 
Zadnje raziskave kažejo, da ima poleg citokinov efektorsko vlogo tudi celično telesce, ki ostane 
po piroptotični smrti105 (angl. Pore-induced intracellular trap, PIT). To naj bi namreč ujelo in 
zamrežilo morebitne znotrajcelične bakterije, ki bi se sicer pri piroptozi prosto sprostile v obtok 
in okužile nove celice. Piroptotična telesca so konceptualno sorodna telescem (angl. Neutrophill 
cellular trap, NET), ki nastanejo po vnetni celični smrti nevtrofilcev – netozi, pri kateri 
nevtrofilci sprostijo kromatin z različnimi proteini, ki lahko vežejo in ujamejo mikroorganizme 
in s sprostitvijo endogenih molekul nevarnosti aktivirajo dodatne signalne poti. Obe celični 
smrti potekata preko aktivacije gasdermina D, ki ga pri makrofagih s cepitvijo aktivira kaspaza-
1, pri nevtrofilcih pa serinska proteaza. Gasdermin D pri netozi s tvorbo por v jedrni membrani 
destabilizira jedro in sprosti kromatin106. Za razliko od netoznih telesc, pa pri piroptotičnih ni 
povsem jasno, kaj je sestavni del pasti, na katerega se vežejo mikrobi, so pa raziskovalci 
pokazali, da piroptotična telesca lahko fagocitirajo oz. eferocitirajo nevtrofilci, ki nato bakterije 
tudi razgradijo105. 
 
1.5.9 Alternativne poti aktivacije inflamasoma NLRP3  
V prejšnjih točkah smo opisali t.i. kanonični mehanizem aktivacije inflamasoma NLRP3, ki ga 
sproža večina njegovih aktivatorjev. Inflamasom NLRP3 pa se lahko aktivira tudi preko 
alternativnih mehanizmov (preglednica 5). Pri nekanonični poti se aktivira preko neposredne 
vezave citosolnega LPS na mišjo kaspazo-11 oz. na njena ortologa pri človeku – kaspazi 4 in 5 
107,108. Te nato preko cepitve gasdermina D sprožijo piroptozo, preko katere se sprosti kopica 
molekul DAMP, ki lahko pri okoliških imunskih celicah sprožijo kanonično pot inflamasoma 
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NLRP3. LPS lahko inflamasom NLRP3 aktivira tudi s t.i. alternativno aktivacijo. Pri slednji 
zunajcelični LPS preko TLR4 poleg signala 1 sproži tudi signalizacijo preko TRIF-RIPK1-
FADD, ki aktivira kaspazo-8. Kaspaza-8 po neznanem mehanizmu aktivira NLRP3, vendar ta 
aktivacija poteka neodvisno od izstopa K+, ne vključuje tvorbe kompleksa in poteka v 
odsotnosti piroptoze109. Za nameček je alternativni inflamasom NLRP3 tudi vrstno-specifičen, 
saj ga najdemo v humanih in prašičjih celicah, ne pa tudi v mišjih109. Tudi druge študije 
poročajo o različnih odzivih mišjih in humanih makrofagov na aktivacijo signalnega kompleksa 
RIPK1-FADD-kaspaza-8. V mišjih makrofagih slednja namreč sproži cepitev gasdermina D in 
piroptozo, medtem ko so humani makrofagi na piroptozo preko te poti odporni110. 
 
Preglednica 5: Primerjava kanonične, nekanonične in alternativne aktivacije inflamasoma NLRP3 
 Kanonični 
inflamasom 
Nekanonični  
Inflamasom NLRP3107 
Alternativni inflamasom 
NLRP3109  (pri humanih celicah) 
Signalna pot Aktivatorji-NLRP3-
ASC-kaspaza-1 
LPS-Kaspaza-4/5/11-
Gasdermin D-NLRP3-
ASC-kaspaza-1 
LPS-TLR4-TRIF-RIPK1-FADD-
kaspaza-8-NLRP3-ASC-kaspaza-
1 
Izstop K+? Da Da Ne 
Tvorba kompleksa? Da Da? Ne 
Piroptoza? Da Da Ne 
IL-1β? Da Da Da 
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2 NAMEN IN HIPOTEZE  
 
2.1 Opredelitev problema 
Kljub pomembni vlogi inflamasoma NLRP3 pri zaznavi poškodbe celic in tkiva ter sprožanju 
regeneracijskih procesov raziskave kažejo, da motnje v njegovem uravnavanju inflamasom 
NLRP3 vpletajo v patofiziologijo številnih kroničnih bolezni (nevrodegenerativne bolezni, 
diabetes, ateroskleroza, putika), redkih bolezni (s kriopirinom povezani periodični vročinski 
sindromi v povezavi, CAPS) in poklicnih bolezni (azbestoza in silikoza). Trenutno klinično 
uporabljane metode zdravljenja bolezni, povezanih z inflamasomom NLRP3, vključujejo 
uporabo antagonistov citokinskega receptorja IL-1R, kot so anakinra, rilonacept in 
canakinumab111. Inhibicija signalizacije na stopnji IL-1β je problematična s stališča 
imunokomprimiranosti bolnikov, saj se poleg inflamasoma NLRP3 zavre tudi delovanje drugih 
inflamasomov, splošna inhibicija vnetnega odziva pa lahko pri bolnikih poveča dovzetnost za 
okužbe. Obenem ne preprečuje sestavljanja inflamasomskega kompleksa in drugih 
inflamatornih procesov, kot sta piroptoza in izločanje IL-18. Razvoj selektivnejših terapevtikov 
otežuje nepoznavanje mehanizma aktivacije inflamasoma NLRP3, ki se kljub naraščajočemu 
naboru različnih aktivatorjev inflamasoma NLRP3 in domnevnih partnerskih proteinov 
senzorskega proteina NLRP3 vztrajno izmika osvetlitvi. K temu je v določeni meri pripomoglo 
pomanjkanje celotne strukturne informacije o proteinu NLRP3, vendar pa tudi lani objavljena 
struktura NLRP3 (brez PYD) v kombinaciji s kinazo NEK769 ni bistveno pripomogla k 
razrešitvi te zagonetke. 
 
Namen tega doktorskega dela je osvetliti nekatera ključna vprašanja v zvezi z začetnimi 
stopnjami aktivacije in sestavljanja inflamasoma NLRP3 (preglednica 6). Raziskati smo  želeli, 
katere domene znotraj proteina NLRP3 so pomembne pri uravnavanju njegove aktivacije. Poleg 
tega nas je zanimalo, najmanj koliko senzorskih proteinov NLRP3 se mora povezati v oligomer, 
da se sproži sestavljanje inflamasomskega kompleksa. Želeli smo osvetliti makroskopsko 
strukturo in razporeditev proteinov znotraj inflamasomskega kompleksa NLRP3. Poleg 
bazičnega raziskovanja molekularnega mehanizma v ozadju delovanja inflamasoma NLRP3 
smo želeli načrtovati in testirati peptidne inhibitorje inflamasoma NLRP3, ki bi lahko 
predstavljali podlago za nove pristope k terapiji z inflamasomom NLRP3 povezanih bolezni. 
Najprimernejše peptidne inhibitorje smo nato želeli prilagoditi tudi za terapevtske aplikacije na 
področju nevrodegenerativnih bolezni. V nadaljevanju so cilji te doktorske naloge podrobneje 
razloženi. 
 
2.2 Cilji   
 
2.2.1 Osvetlitev vloge domene PYD pri uravnavanju aktivacije proteina NLRP3  
Pri senzorskem proteinu NLRP3 ostaja neznano, katere domene so ob njegovi aktivaciji 
vpletene v njegovo strukturno reorganizacijo, ob kateri se izpostavi oligomerizacijska domena 
NACHT. Večina študij do sedaj se je osredotočala na vlogo domen NACHT in LRR, saj ima 
predvsem slednja pri drugih receptorjih prirojene imunosti pogosto vlogo zaznave aktivatorskih 
molekul ali pa vzdrževanja neaktivnega, avtoinhibiranega stanja. Kot omenjeno uvodoma, smo 
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v naši skupini pokazali, da je za aktivacijo inflamasoma NLRP3 domena LRR povsem 
pogrešljiva79, zato se je smiselno raziskovalno posvetiti morebitni vpletenosti njegove 
interakcijske domene PYD. Strukture interakcijskih domen PYD in CARD v izolirani obliki so 
sicer poznane, iz obstoječih struktur senzorskih proteinov pa so zaradi tehničnih izzivov ob 
kristalografiji pogosto izvzete. Iz teh vzrokov je njihova relativna lega v kontekstu aktivne in 
neaktivne oblike senzorskih proteinov neznana, posledično pa je neraziskana tudi njihova 
morebitna udeležba v konformacijske spremembe ob aktivaciji NLRP3.  
 
V prvem sklopu doktorskega dela smo z namenom osvetlitve vloge domene PYD pri 
uravnavanju aktivacije NLRP3 pripravili celične linije s himernimi oblikami genskih vključkov 
NLRP3, pri katerih je bila domena PYD bodisi odstranjena bodisi zamenjana s funkcijsko 
sorodnimi interakcijskimi domenami CARD iz različnih proteinov. Pričakovali smo, da bomo 
v primeru konstitutivne aktivnosti takšnih vključkov lahko potrdili vpletenost domene PYD v 
znotrajmolekulske interakcije v neaktivni obliki NLRP3. 
 
2.2.2 Določitev minimalne oligomerizacijske stopnje NLRP3, ki sproži aktivacijo 
inflamasoma NLRP3  
Oligomerizacija receptorjev običajno poteka v definirani stehiometriji. Zaradi pomanjkanja 
strukture oligomera NLRP3 pa stehiometrija njegove oligomerizacije ni znana. Poznani 
oligomeri, ki jih tvorijo receptorji, homologni NLRP3, kot so NLRC4, DARK in APAF-1, 
razkrivajo izjemno strukturno raznolikost oligomerov tako z vidika stehiometrije kot tudi z 
vidika razmerja med aktivatorsko molekulo in senzorskimi proteini v oligomeru ter oblike 
oligomera (slika 3, preglednica 2). Medtem ko je NLRP1 aktiven že v pentamerni obliki43, 
oligomer NAIP2/NLRC4 lahko gradi tudi po dvanajst molekul39. Pri napovedovanju aktivnega 
oligomernega stanja NLRP3 se je zato nanje težko opirati.  
 
V drugem delu doktorske naloge smo želeli osvetliti stehiometrijo oligomera NLRP3, in sicer 
z določitvijo minimalnega oligomerizacijskega stanja NLRP3, ki je zadostno za aktivacijo 
inflamasoma NLRP3. Tega smo se lotili z načrtovanjem konstruktov, pri katerih smo 
interakcijsko domeno NLRP3PYD povezali z oligomerizacijskimi domenami, ki oligomerizirajo 
z definirano, v literaturi potrjeno stopnjo oligomerizacije. Pri tem smo pričakovali, da bomo v 
primeru doseženega minimalnega oligomernega stanja, potrebnega za aktivacijo, zaznali 
konstitutivno aktivacijo konstruktov. 
 
2.2.3 Struktura in organizacija proteinov znotraj inflamasomskega kompleksa NLRP3 
Inflamasomski kompleks NLRP3 s konfokalno mikroskopijo običajno vizualiziramo kot 
sferično strukturo, ki se nahaja ob jedru. S strukturnega stališča je inflamasomski kompleks 
dobro raziskan, saj je znan mehanizem tvorbe helikalnih filamentov ASCPYD45,92,112, mutacijske 
študije pa so identificirale udeležene interakcijske površine96. Strukturne raziskave večinoma 
temeljijo na sprožitvi oligomerizacije pod in vitro pogoji, kar je lahko problematično s stališča 
fiziološke relevantnosti, saj so proteini inflamasoma v eksperimentalnih pogojih z visoko 
koncentracijo proteinov skladno s kooperativnostnim mehanizmom njihove oligomerizacije 
nagnjeni k spontani samo-aktivaciji113. Ključna vprašanja, kot je na primer prostorska 
organizacija proteinov v kondenziranem kompleksu in mehanizem njegove kondenzacije, tako 
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ostajajo odprta in bi jih lahko osvetlila le biološko relevantna vizualizacija inflamasomskega 
kompleksa.  
 
V tretjem sklopu doktorskega dela smo skušali v živih celicah vizualizirati makromolekulsko 
strukturo inflamasoma NLRP3 v visoki ločljivosti, medsebojno prostorsko razporeditev 
inflamasomskih proteinov in dinamiko njegove tvorbe v realnem času. V ta namen smo 
pripravili celične linije, ki inflamasomske proteine izražajo v fuziji z različnimi fluorescenčnimi 
proteini, za vizualizacijo kompleksov v visoki ločljivosti pa smo se poslužili strukturirane 
osvetlitvene mikroskopije 3D SIM.  
 
2.3.4 Inhibicija inflamasoma NLRP3 z načrtovanimi peptidnimi inhibitorji 
V literaturi najdemo obsežno nabirko predlaganih inhibitorjev inflamasoma NLRP3. Obširen 
pregled in opis nekaterih starejših inhibitorjev je podan v mojem magistrskem delu114. Med 
novejšimi so molekule sintetičnega izvora MCC95084, CY-0987 in IFN39115, ki se vežejo na 
ATPazne vezavne motive ter oridonin80 in tranilast116, ki se vežeta na NBD regiji, pri čemer 
oridonin preprečuje vezavo z NEK7. Poznanih je tudi več inhibitorjev naravnega izvora 
(resveratrol117, šikonin118 in partenolid119). Z izjemo ATP vezavnih inhibitorjev, ki so specifični 
za inflamasom NLRP3, marsikateri inhibitorji inhibitorno delujejo tudi na ravni kaspazne 
aktivnosti ali signalne poti NF-κB, kar je iz stališča selektivnosti podobno problematično kot 
inhibicija učinkov IL-1β. Aktivacija kaspaze-1 in NF-κB poti je namreč skupna več različnim 
signalnim potem in inflamasomom, ki nimajo nujno vsi patofizioloških razsežnosti, njihova 
inhibicija pa se lahko odraža v imunokomprimiranosti bolnikov. Čeprav specifičen za NLRP3, 
se je za MCC950 v kliničnih študijah za revmatoidni artritis izkazalo, da ima v visokih 
odmerkih toksičen učinek na jetra120. 
 
Slabosti inhibitorjev odpirajo novo raziskovalno nišo – načrtovanje varnih inhibitorjev, ki bi 
selektivno zajezili aktivacijo inflamasoma NLRP3 v zgodnjih stopnjah njegovega sestavljanja, 
s čimer bi se izognili neželjenim vplivom na druge signalne poti. V četrtem sklopu doktorske 
naloge, ki predstavlja nadgradnjo moje magistrske naloge, smo tako na podlagi znanih 
kristalnih struktur NLRP3 in ASC ter točkovno-mutacijskih študij, ki so identificirale 
interakcijske regije teh proteinov, načrtovali peptidne inhibitorje inflamasoma NLRP3, za 
katere smo predpostavljali, da bodo ovirali interakcije med proteini inflamasoma. 
 
2.3.5 Opremljanje načrtovanih peptidnih inhibitorjev za prehod krvno-možganske pregrade 
Načrtovani peptidni inhibitorji inflamasoma NLRP3 bi lahko bili relevantni tudi na področju 
zdravljenja z inflamasomom NLRP3 povezanih nevrodegenerativnih bolezni. Nevrološko 
relevantni terapevtiki morajo biti sposobni prečkati krvno-možgansko pregrado, ki je 
neprepustna za večino velikih, polarnih in hidrofilnih molekul, ki ne morejo skozi lipidni 
dvosloj membrane121. Pri načrtovanju dostavnih mehanizmov za prehod krvno-možganske 
pregrade se lahko zgledujemo po mehanizmih, s katerimi jo prečkajo za homeostazo možgan 
pomembne molekule, kot so transporterji železa (transferin, laktoferin), lipoproteini nizke 
gostote, inhibitorji proteaz in prepisovalni dejavniki122. Proteazni inhibitor aprotinin se na 
primer poslužuje s proteinom LRP povezane transcitoze. Preko svoje domene KPI (angl. Kunitz 
proteaze inhibitor domain) se veže na protein LRP (angl. Low density lipoprotein receptor 
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related protein), ki je visoko izražen na površini endotelija, nato pa se zapakiran v vezikle 
prenese čez volumen celice na drugo stran, kjer se sprosti122. Prepisovalni dejavnik 
Antennapedia pri vinski mušici pa se pri transportu zanaša na svojo DNA vezavno domeno, del 
katere ima izrazit hidrofobni značaj123. 
 
V sklepnem delu doktorske naloge smo se odločili najobetavnejšega izmed testiranih peptidnih 
inhibitorjev opremiti s peptidnimi sekvencami iz aprotinina in Antennapedie, nato pa na in vivo 
modelu spremljati sposobnost tako opremljenih peptidnih inhibitorjev za prehajanje krvno-
možganske pregrade. Obenem smo želeli preveriti, ali takšni peptidi kljub podaljšku ohranijo 
inhibitorni potencial. 
 
2.3 Hipoteze 
Pri raziskovalnem delu smo si postavili dve glavni hipotezi: 
 
 Predpostavljamo, da bomo preko povezovanja pirinske domene receptorja NLRP3 z 
znanimi oligomerizacijskimi domenami določili minimalno oligomerizacijsko stopnjo, 
ki omogoča aktivacijo kaspaze-1 in zorenje IL-1β. 
 
 Predpostavljamo, da bodo načrtovani peptidi, izbrani iz regij, kjer prihaja do interakcij 
med proteini inflamasoma, inhibirali aktivacijo inflamasoma NLRP3 z različnimi 
aktivatorji 
 
Preglednica 6: Pregled ciljev in hipotez doktorske naloge 
Cilji Hipoteze 
Identifikacija vloge PYD senzorskega proteina NLRP3 pri 
uravnavanju njegove aktivnosti. 
 
 
Določitev minimalne stopnje oligomerizacije NLRP3, ki aktivira 
inflamasom NLRP3. 
Predpostavljamo, da bomo preko povezovanja pirinske domene receptorja 
NLRP3 z znanimi oligomerizacijskimi domenami določili minimalno 
oligomerizacijsko stopnjo, ki omogoča aktivacijo kaspaze-1 in zorenje IL-1β. 
 
Osvetlitev strukture in organizacije proteinov znotraj 
inflamasomskega kompleksa ter spremljanje dinamike tvorbe 
kompleksa v živih celicah v realnem času. 
 
 
Načrtovanje peptidnih inhibitorjev, ki bodo motili interakcije 
med proteini, udeleženimi v aktivaciji in sestavljanju 
inflamasoma NLRP3.  
Predpostavljamo, da bodo načrtovani peptidi, izbrani iz regij, kjer prihaja do 
interakcij med proteini inflamasoma, inhibirali aktivacijo inflamasoma NLRP3 
z različnimi aktivatorji. 
 
 
Opremljanje učinkovitih peptidnih inhibitorjev za prehod krvno-
možganske bariere, kar bi jih naredilo relevantne za raziskovanje 
in terapijo pri nevrodegenerativnih boleznih. 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 Materiali 
 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 7: Uporabljena laboratorijska oprema in potrošni material 
Proizvajalec  Laboratorijska oprema  
Applied Photophysics Limited Cirkularni dikroizem (CD) 
Beckton Dickinson Igla 29 za vbrizganje raztopin v miši 
Bemis  Parafilm M  
Biacore Naprava za merjenje površinske plazmonske resonance 
Binder  CO2 inkubator za celične kulture  
Biometra  Vakumska sesalna črpalka  
BioRad  MiniProtean (sistem za poliakrilamidno gelsko elektroforezo), Mini Trans-Blot Electrophoretic 
Transfer Cell (sistem za mokri Western prenos), električni napajalnik  
BioTek  Čitalec mikrotitrskih plošč Synergy Mx  
CBS  Komora s tekočim dušikom  
Corning  Plošče s 6, 12, 24 in 96 luknjicami, strgala za celice  
Eppendorf  Namizna centrifuga MiniSpin, termoblok Thermomixer comfort, avtomatske pipete (10 ml, 5 ml, 
200 μl, 100 μl, 20 μl, 10 μl in 2,5 μl), mikrocentrifugirke, mikrocentrifugirke Protein LoBind, 
avtomatski pipetnik  
GE Healthcare  3D SIM mikroskop Delta Vision OMX (Optical Microscope eXperimental) Blaze-V4, Naprava za 
SPR Biacore X100, NTA senzorski čip, nitrocelulozna membrana Amersham Hybond™ ECL™ 
Gilson  Avtomatske pipete (10 mL, 5 ml, 200 μl, 100 μl in 20 μl) s pripadajočimi nastavki  
Gorenje  Zamrzovalnik -20 °C  
Hettich  Centrifuga Universal 320R  
HygoNorm  Mrežice za lase  
HygoStar  Copatki za celični laboratorij  
IKA  Magnetno mešalo, vibracijski stresalnik MS3 basic  
IBIDI Ploščice z 8 vdolbinicami s plastičnim ali steklenim dnom 
inoLab  pH meter WTW series  
Invitrogen  Naprava za štetje celic Countess, ploščice za štetje celic 
Iskra PIO d.o.o.  Brezprašna komora M18  
Kambič  Parni sterilizator A500/700, inkubator, stresalnik  
Kimberly-Clark  Rokavice KIMTECH   
Leica  Invertni svetlobni mikroskop, konfokalni mikroskop Leica SP5   
New Brunswick  Stresalnik/inkubator Innova 42  
Nunc  Bele plošče s 96 luknjicami, plošče s 96 luknjicami MaxiSorp  
Merck Koncentrirni filtri 3K Amicon Ultra 0.5 mL 
Partec Citometer Cyflow 
Perkin Elmer IVIS® Lumina Series III 
Sanolabor  Halje  
Sartorius Stedim Biotech  Tehtnica  
Starlab  Stresalnik za mikrotitrske plošče Microplate mixer  
Syngene  G:BOX, računalniški program za obdelavo podatkov GeneTools  
Tecan  Spiralec plošč za ELISE  
ThermoScientific  iBIND Automated Western System, podlage iBIND Flex cards zmrzovalnik -80 °C  
TPP  Gojitvene posodice za celične kulture T-75 in 60 mm, serološke pipete, centrifugirke, plastične 
banjice, krioviale  
Zanussi  Hladilnik  
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3.1.2 Kemikalije  
Preglednica 8: Uporabljene kemikalije 
Proizvajalec  Kemikalije  
Bio-Rad FAM-FLICA Caspase-1 Assay Kit 
Ecolab  Dezinfekcijsko sredstvo Skinman Soft N  
ECP Etanol Stella 
EMS 8 % paraformaldehid (EM grade) 
Expedeon Instant Blue 
Gibco  FBS, DMEM, DMEM no colour, OPTIMEM, destilirana voda  
Integrated DNA Technologies (IDT) Oligonukleotidni začetniki 
Invivogen  EB Ultrapure LPS, QUANTI-Blue, Poly(dA:dT)/LyoVec, NanoSiO2  
Invitrogen IL-1 beta Mouse ELISA Kit, barvilo tripan modro 
Life Technologies  PageRuler Prestained Protein Ladder, Lipofectamine® 2000 Transfection 
Reagent  
Merck  Izopropanol  
NEB Polimeraza Phusion, pufer Phusion Buffer HF, restrikcijski encimi, ligaza T4 
Promega  5 x Passive Lysis Buffer  
Proteogenix  Sintetični peptidi  
Roche Kit za test LDH Cytotoxicity detection kit, Complete protease inhibitor cocktail 
Roth Histofix 
Sigma Aldrich  Amonijev persulfat (APS), ATP, DMSO, akrilamid, β-merkaptoetanol, fenazin 
metosulfat (PMS), metanol, TEMED, tripsin-EDTA, Tris, Tween-20, XTT, BCA 
assay kit, saponin, doksiciklin 
Šampionka  Varikina  
Thermo Scientific  SuperSignal West Femto Substrate, SuperSignal West Pico Substrate, 
aluminijeve soli, Kit za GeneJET gel extraction kit, GeneJET Plasmid Miniprep 
kit,  iBIND Flex solution kit, Prolong Gold Antifade Mountant with DAPI 
Tropix  I-Block  
  
 
3.1.3 Raztopine in pufri 
Preglednica 9: Uporabljene raztopine in pufri 
Raztopina / pufer  Sestava  
10 x PBS (fosfatni pufer)  1,7 M NaCl, 34 mM KCl, 100 mM NaH2PO4, 18 mM KH2PO4, 
pH=7,4  
15 % ločitveni poliakrilamidni gel  2,2 mL MQ, 2,6 mL 1,5 M Tris-HCl (pH=8,8), 100 μL 10 % NaDS, 
5 mL 30% akrilamid, 100 μL 10% APS, 10 μl TEMED  
4 % vstopni poliakrilamidni gel  2,975 mL MQ, 1,25 mL 0,5 M Tris-HCl (pH=6,8), 50 μL 10 % 
NaDS, 0,670 mL 30% akrilamid, 50 μL 10% APS, 5 μL TEMED  
10 x elektroforezni pufer  0,250 M Tris, 1,92 M glicin, 1% NaDS, pH=8,3  
Pufer za lizo celic  10 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,5% TritonX-100, 
0,5% DOC (natrijev deoksikolat), pH=7,52, 20 μL koktejla 
inhibitorjev CPI/3 mL pufra (sveže pripravljeno) 
Vzorčni pufer NaDS  1 x NaDS z β-merkaptoetanol v MQ  
Pufer za Western prenos  25 mM Tris, 192 mM glicin, 20 % metanol, pH 8,3  
Pufer za spiranje membrane pri Western prenosu  1 x PBS v MQ z 0,01% detergenta Tween 20  
Pufer I-Block za blokiranje membrane  0,2 g I-Block/100 mL pufra za spiranje membrane  
Pufer za spiranje plošč pri ELISI  1 x PBS v MQ z 0,05% detergenta Tween 20  
Raztopina STOP pri ELISI  11,5 mL fosforjeve V kisline (H3PO4) v 100 mL MQ  
Raztopina pri testu XTT  100 μL PMS v MQ, 5 mL soli XTT v MQ  
Pufer FACS 2% FBS v PBS 
Pufer CHAPS 
Pufri pri SPR 
Stimulacijski pufer 
 
Raztopina tritona pri testu LDH  
0,1% CHAPS/HEPES, pH=7,5, proteazni inhibitorji  
V preglednici 23 
10 mM HEPES, 147 mM NaCl, 2 mM KCl, 13 mM D-glukoza, 2 
mM  CaCl2x2H2O, 1 mM MgCl2x6H2O, pH=7,45 
0,2% TritonX-100 v MQ ali gojišču 
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3.2 Metode 
 
3.2.1 Gojenje celičnih kultur 
Metodologija gojenja celičnih kultur in varnosti pri delu v drugem varnostnem razredu je 
podrobno opisana v mojem magistrskem delu114. V preglednici 10 so navedene vse izvorne 
celične linije, uporabljene v doktorskem delu in parametri njihovega gojenja. 
 
Preglednica 10: Seznam uporabljenih izvornih celičnih linij in parametri njihovega gojenja 
Celice, celične 
linije 
Opis Vir Adherentne/ 
Suspenzijske 
Gojišče za 
gojenje 
Gojišče za 
nacepitev 
na plato 
Gojišče za 
eksperiment 
Imortalizirani mišji 
makrofagi iz 
kostnega mozga  
Imortalizirana celična 
linija makrofagov iz 
kostnega mozga mišk 
C57B/6 
Kate A. Fitzgerald in 
Douglas Golenbock 
(University of 
Massachusetts 
Medical school, 
Worcester, MA, 
USA) 
 
Adherentne  
(potrebna 
tripsinizacija)  
DMEM + 
10% FBS 
DMEM + 
10% FBS 
DMEM  
Imortalizirane 
celice mikroglije iz  
možgan 
 
Imortalizirana celična 
linija celic mikroglije iz 
možgan miši C57BL/6 
Kate A. Fitzgerald in 
Douglas Golenbock, 
(University of 
Massachusetts 
Medical school, 
Worcester, MA, 
USA) 
 
Adherentne  
(potrebna 
tripsinizacija) 
DMEM z 
4,5g/L 
glukoze 
+ 10% FBS 
DMEM z 
4,5g/L 
glukoze  
+ 10% FBS 
DMEM z 
4,5g/L glukoze 
RAWBlue  
 
Rekombinantna celična 
linija iz mišjih 
makrofagov, ki vsebuje 
gen za alkalno 
fosfatazo pod 
promotorjem, 
občutljivim na NFκB 
 
Invivogen Adherentne  
(strganje) 
DMEM + 
10% FBS 
 
DMEM + 
10% FBS 
DMEM  
Platinum GP Pakirna linija za 
proizvodnjo pantropnih 
virusov za transdukcijo  
Cell Biolabs Adherentne  
(potrebna 
tripsinizacija) 
 
 DMEM + 
10% FBS 
 
DMEM + 
10% FBS 
DMEM, 
OptiMEM 
Gryphon Ampho Pakirna linija za 
prozvodnjo 
amfotropnih virusov za 
transdukcijo 
Allele Biotech Adherentne  
(potrebna 
tripsinizacija) 
 DMEM + 
10% FBS 
 
DMEM + 
10% FBS 
DMEM, 
OptiMEM 
Imortalizirani mišji 
makrofagi iz 
kostnega mozga 
NLRP3-/-miši  
Imortalizirana celična 
linija makrofagov iz 
kostnega mozga mišk 
C57B/6 z izbitim 
genom za NLRP3 
Kate A. Fitzgerald in 
Douglas Golenbock 
(University of 
Massachusetts 
Medical school, 
Worcester, MA, 
USA) 
Adherentne  
(potrebna 
tripsinizacija)  
DMEM + 
10% FBS 
DMEM + 
10% FBS 
DMEM  
 
3.2.2 Priprava genskih konstruktov 
 
3.2.2.1 Pomnoževanje z verižno reakcijo s polimerazo 
Genske konstrukte smo pripravili s klasičnimi metodami molekularnega kloniranja. V procesu 
načrtovanja genskih konstruktov smo po potrebi vključili start kodon, Kozakino zaporedje, stop 
kodon in restrikcijska mesta. V kolikor načrtovanega konstrukta nismo naročili v obliki 
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genskega fragmenta gblock (IDT), smo načrtovali tudi ustrezne oligonukleotidne začetnike, s 
katerimi smo konstrukt oz. njegove sestavne dele pomnožili v reakciji verižne reakcije s 
polimerazo (PCR). S podaljški na oligonukleotidnih začetnikih smo na začetek ali konec 
pomnožka vnesli kratke elemente, kot so Kozakino zaporedje, začetni in končni kodon za 
uravnavanje prevajanja in pa restrikcijska mesta. Oligonukleotidne začetnike smo običajno 
načrtovali v dolžini 20-50 baznih parov (bp) in s talilno temperaturo (Tm) 58-62°C. 
Komponente klasične reakcije PCR so predstavljene v preglednici 11, reakcija pa je potekala v 
termobloku pod pogoji ob preglednici 11. Ustreznost produkta PCR smo preverili z njihovo 
vizualizacijo z gelsko elektroforezo. Konstrukte ustrezne dolžine smo izrezali iz gela in očistili 
z uporabo kita GeneJET gel extraction kit (ThermoScientific) po navodilih proizvajalca. 
Produkte PCR smo po potrebi združevali v fuzijske konstrukte z nadaljnimi reakcijami PCR.  
 
Preglednica 11: Uporabljene količine za reakcijo PCR in temperaturni pogoji 
 Založna 
koncentracija 
Končna 
koncentracija  
Volumen za 
1 reakcijo 
(µL) 
Matrica DNA  50 ng/µL  1 ng/ µL 1 
Pufer Phusion Buffer HF  10x 1x 5 
dNTP 2,5 mM 200 µM 4 
Primer F 100 µM 5 µM 2,5 
Primer R 100 µM 5 µM 2,5 
Polimeraza Phusion 2U/µL 0,05 U/µL 0,5 
MQ   do 50 
   50  
 
3.2.2.2 Vnos vključkov v vektor 
Za vnos produkta PCR v vektor smo uporabljali bodisi metodo restrikcije in ligacije bodisi 
metodo lepljenja po Gibsonu. V okviru prve metode smo restrikcijo običajno izvedli s parom 
restrikcijskih encimov, s katerima smo rezali produkt PCR oz. vključek in vektor, v katerega 
smo želeli vključek vnesti. Restrikcija je potekala 2 h na 37°C pod pogoji v preglednici 12. 
Restrikcijski encimi so bili izbrani v procesu načrtovanja konstrukta glede na razpoložljivost in 
orientacijo restrikcijskih mest v vektorju, konkretno v njegovem klonirnem mestu MCS ter 
glede na pojavnost v zaporedju konstrukta (vsak sme rezati le na enem mestu). Uspešnost 
restrikcije smo preverili z nanosom rezanih produktov PCR in vektorjev na gel ter primerjavo 
pozicij na gelu z nerezanimi vektorji. Rezano obliko produkta in vektorja smo izrezali iz gela, 
pomerili njihovo koncentracijo in ju združili v postopku ligacije, pri čemer smo se količinsko 
držali molarnega razmerja 3:1 med vključkom in vektorjem. Količine smo tako izračunali po 
formuli masa vključka (g) = 3/1*(masa vektorja (g))*(dolžina vključka (bp)/dolžina vektorja 
(bp)). Kot kontrolo samozaprtja oz. samoligacije rezanega vektorja brez vključka smo vektor 
ligirali tudi v odsotnosti vključka. Ligacija je potekala 1 h na sobni temperaturi (pri uporabi 
ligacijskega pufra Rapid) ali preko noči na 16°C (pri uporabi ligacijskega pufra T4), količine 
pa so podane v preglednici 12.  
 
 
 
 
 
30 ciklov
98°C
30s
98°C
10s 72°C
30s/kb58-68°C
30s
10°C
∞
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Preglednica 12: Parametri klasične restrikcije in ligacije 
RESTRIKCIJA Volumen/ 
količina  
vključka za 
restrikcijo  
Volumen/ 
količina 
vektorja za 
restrikcijo  
LIGACIJA Volumen/ 
količina  za 1 
reakcijo ligacije 
 
Volumen/ 
količina  za 1 
reakcijo kontrole 
samoligacije 
Vključek/vektor  Ves PCR 
produkt  
3 µg  Vključek V molarnem 
razmerju 3:1 z 
vektorjem  
/ 
Restrikcijski pufer  
npr. EcoRI buffer 
(10x)  
3 µL 10 µL  
Vektor 
 
50-100 ng 
 
50-100 ng 
 
Encim1 npr. EcoRI 
(20x) 
 
1,5 µL 
 
5 µL 
 
Ligacijski pufer  
T4 (10x) oz.  
Rapid buffer (5x) 
 
2 oz. 4 µL 
 
2 oz. 4 µL 
Encim 2 npr. 
BamHI (20X) 
 
1,5 µL 5 µL  
Ligaza T4 (20x) 
 
1 µL 
 
1 µL 
MQ do 30 µL do 100 µL MQ do 20 µL do 20 µL 
 30 µL 100 µL  20 µL 20µL 
 
Za ligacijo z metodo lepljenja po Gibsonu je potrebno, da imajo vključki na začetku in koncu 
sekvence 20 bp dolg podaljšek, komplementaren vektorju, v katerega jih želimo vnesti. Ta 
podaljšek smo predhodno vnesli z oligonukleotidnimi začetniki v reakciji PCR. Za to metodo 
smo potrebovali tudi lineariziran vektor bodisi preko PCR bodisi preko restrikcije. Izhodiščne 
vektorske matrice iz reakcije PCR smo se znebili z restrikcijskim encimom DpnI, občutljivim 
na metilacijo, in sicer z 2-urno inkubacijo vektorskega PCR produkta z 1 µL DpnI pri 37 °C. 
Po izrezu PCR produkta iz gela smo vključke (do 3 naenkrat) in vektor 1h inkubirali s 
predhodno pripravljeno mešanico eksonukleaze, polimeraze in ligaze (Gibson mastermix) pri 
50°C. Lepljenje po Gibsonu namreč deluje tako, da eksonukleaza s svojo nukleazno aktivnostjo 
v smeri 5`3` izpostavi lepljive podaljške na začetku in koncu vključka in vektorja, ki se nato 
lahko povežeta v komplementarnih regijah (slika 11a). Vrzeli nato dopolni DNA polimeraza 
(slika 11b), medtem ko ligaza kovalentno združi oba fragmenta s fosfodiestersko vezjo (slika 
11c). Potrebne količine za metodo lepljenja po Gibsonu so predstavljene v preglednici 13. 
 
                       Preglednica 13: Parametri lepljenja po Gibsonu 
 Količine Volumen za 
1 reakcijo 
Vključek V molarnem razmerju 
3:1 z vektorjem  
(celokupno 150-200 ng) 
 
5 µL 
 
 
Vektor, 
predinkubiran 
z DpnI 
 
MQ 
 do 5 µL 
 
Gibson 
mastermix 
 15 µL 
   20 µL 
                                                                                                                                               Slika 11: Princip metode lepljenja po Gibsonu                                                                                                                                                                   
                                                                                                                               
3.2.2.3 Transformacija bakterij in nanos na trdno gojišče 
Ligacijsko mešanico iz prejšnje točke smo z MQ redčili do 50 μL, nato pa transformirali v 
kemijsko kompetentne celice E.coli TOP10. Podrobneje, 200 μL alikvote zamrznjenih bakterij 
smo odtalili na ledu, jim dodali ligacijsko mešanico in jih 30 min inkubirali na ledu. Nato smo 
z natanko 3-4 min inkubacijo pri 42ᵒC izvedli temperaturni šok, pri katerem so bakterije 
Metoda lepljenja po Gibsonu
(angl. Gibson Assembly)
a
b
c
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internalizirale plazmidno DNA. Bakterije smo nato za 3 min postavili na led, jim dodali 800 uL 
gojišča Miniprep in jih 1h inkubirali pri 37ᵒC. Z drigalski spatulo smo nato bakterije (100 μL 
nekoncentriranega gojišča z bakterijami in 100 μL raztopljenega peleta po 2-minutnem 
centrifugiranju pri 5000 vrt./min) razmazali po trdnem gojišču z ustreznim antibiotikom v 
petrijevki in jih pri 37ᵒC inkubirali čez noč.    
 
3.2.2.4  Namnožitev plazmidov in izolacija 
Posamezno bakterijsko kolonijo smo z zobotrebcem smo prenesli v tekoče gojišče Miniprep 
(10 mL) skupaj z ustreznim antibiotikom (ampicilin 50 µg/mL). Miniprepe smo inkubirali 
preko noči v stresalniku pri 37ᵒC in 200 vrt./min. Naslednji dan smo iz bakterij s kitom GeneJet 
Plasmid Miniprep kit (ThermoScientific) po navodilih proizvajalca izolirali plazmide in jim 
pomerili koncentracijo. Da vsebujejo konstrukte smo preverili s kontrolno restrikcijo (pod 
enakimi pogoji kot v preglednici 12, le v količini vektorja 1 µg/30µL) in z analizo sekvenc 
vzorcev, ki smo jih poslali na sekvenciranje (GATC Lightsequencing). Seznam v tem delu 
uporabljenih konstruktov je v preglednici 14, njihova zaporedja pa v poglavju Priloga. 
  
Preglednica 14: Seznam genskih konstruktov 
 Konstrukt (NC) Plazmid Restrikcijska mesta 
 
Antibiotična 
rezistenca 
Referenca 
D
o
lo
ča
n
je
 v
lo
g
e 
d
o
m
en
e 
N
L
R
P
3
P
Y
D
   
NLRP3ΔPYD pRETROX Tre3G  BamHI, EcoRI Ampicilin 79 
NLRP3PYD pRETROX Tre3G  BamHI, EcoRI Ampicilin 79 
NLRC4CARD pRETROX Tre3G BamHI, EcoRI Ampicilin 79 
ASCCARD pRETROX Tre3G BamHI, EcoRI Ampicilin 79 
NLRC4CARD-NLRP3ΔPYD pRETROX Tre3G BamHI, EcoRI Ampicilin 79 
ASCCARD-NLRP3ΔPYD pRETROX Tre3G BamHI, EcoRI Ampicilin 79 
D
o
lo
ča
n
je
 
st
eh
io
m
et
ri
je
 
o
li
g
o
m
er
iz
ac
ij
e 
 
WT NLRP3 pRETROX Tre3G BamHI, EcoRI  Ampicilin 124 
NLRP3PYD-Foldon pRETROX Tre3G  BamHI, EcoRI Ampicilin 124 
NLRP3PYD-DMRD pRETROX Tre3G  BamHI, EcoRI Ampicilin 124 
NLRP3PYD-DI pRETROX Tre3G  BamHI, EcoRI Ampicilin 124 
NLRP3PYD-APH pRETROX Tre3G  BamHI, EcoRI Ampicilin 124 
V
iz
u
al
iz
ac
ij
a 
k
o
m
p
le
k
sa
 s
 3
D
 S
IM
 NLRP3-tagRFP pRETROX Tre3G BamHI, EcoRI  Ampicilin / 
NLRP3-SkylanS pRETROX Tre3G BamHI, EcoRI  Ampicilin / 
ASC-tagRFP pMXSPuro EcoRI, NotI Ampicilin / 
ASC-GFP pMXSPuro PacI, EcoRI  Ampicilin / 
ASCPYD-GFP pMXSPuro  PacI, EcoRI Ampicilin / 
In
h
ib
ic
ij
a 
in
fl
am
as
o
m
a 
N
L
R
P
3
 
NLRP3R258W pRETROX Tre3G BamHI, EcoRI Ampicilin 79 
NLRP3T346M pRETROX Tre3G BamHI, EcoRI Ampicilin 79 
His tag-NLRP3PYD pRSET A BamHI, EcoRI Ampicilin / 
 
3.2.3 Priprava stabilnih celičnih linij  
 
3.2.3.1 Ekspresijski sistem Retro-X Tet-On 3G 
Za pripravo stabilnih celičnih linij, v katerih se konstrukti izražajo inducibilno, smo uporabljali 
inducibilni sistem genskega izražanja Retro-X Tet-On 3G (Takara, Clontech). Ta sistem temelji 
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na izražanju željenega genskega konstrukta pod promotorjem Tre3G, na katerega se v 
prisotnosti tetraciklinskega antibiotika doksiciklina veže transaktivator Tet-VP16 (slika 12). Za 
vzpostavitev tega sistema je potrebno najprej s postopkom retrovirusne transdukcije v ustrezno 
recipientsko celično linijo (npr. WT makrofagi ali makrofagi z izbitim genom za NLRP3) vnesti 
transaktivator Tet-VP16 na retroviralnem vektorju Tet-On 3G, linijo selekcionirati in izolirati 
posamičen klon, kar je že predhodno izvedla dr. Iva Hafner Bratkovič (slika 13a). Nato pa smo 
lahko v tako pripravljene linije z retroviralno transdukcijo vnašali željene konstrukte na 
ustreznih retroviralnih vektorjih (slika 13b). Za inducibilno izražanje smo konstrukte vnesli v 
vektorju pRETROX Tre3G, ki ima promotor Tre3G, za konstitutivno pa v drugih vektorjih npr. 
pMXSPuro ali pMXSNeo. Z vsako retroviralno transdukcijo smo vnašali le po en željeni 
konstrukt, v kolikor smo želeli v celicah izraziti več željenih konstruktov, smo jih vnašali 
zaporedom. Vsak nov vnešem konstrukt oz. vektor mora imeti rezistenco na drug antibiotik ali 
pa vsaj konstitutivno izražen fluorescenčni marker, ki omogoča citometrično sortiranje 
fluorescenčnih celic, pri čemer slednjega v celice vnašamo kot zadnjega. Le tako smo namreč 
lahko prepričani, da imajo po selekciji vse celice vstavljene vse konstrukte. Če bi vsi konstrukti 
imeli rezistenco na isti antibiotik, bi se skozi selekcijo ohranile tudi celice, v katerih so stabilno 
vnešeni le nekateri izmed konstruktov.                                     
 
Slika 12: Princip ekspresijskega sistema Retro-X Tet-On 3G 
 
3.2.3.2 Retroviralna transdukcija 
Stabilno vgradnjo željenega konstrukta v DNA recepientskih celic smo izvajali z retroviralno 
transdukcijo, za katero so potrebni retrovirusi, recipientske celice in retroviralne vektorje z 
željenim konstruktom in geni, ki omogočajo rezistenco na antibiotik. Slednje s pomočjo 
posebnih pakirnih linij, v katere s transfekcijo vnesemo željene konstrukte, zapakiramo v 
viruse. S supernatantom parkirne linije, v katerega se iz celic sproščajo virusi, nato okužimo 
recipientsko linijo, pri čemer pričakujemo, da se bo genski material iz virusov z željenim 
konstruktom  stabilno vgradil na naključno mesto v DNA recipientske linije (slika 13). Pri delu 
smo sledili strogim načelom varnega rokovanja z retrovirusi, uporabljali smo rokavičnike in 
dvojne rokavice, uporabljen material deaktivirali z varikino, ga odlagali v ločen odpad in 
avtoklavirali, delovne površine pa sterilizirali z virkonom. 
 
Trans
aktivator
promotor
Genski konstrukt
Doksiciklin
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Slika 13: Shematski oris priprave stabilnih celičnih linij z retroviralno transdukcijo in sistemom Retro-X Tet-On 3G 
 
Transfekcijo smo izvedli v ploščah s 6 vdolbinami, kamor smo predhodno nacepili 1,5-2x106 
celic/vdolbino pakirne linije Platinum-GP (Cell Biolabs) ali Gryphon Ampho (Alelle Biotech). 
Mešanico konstruktov in transfekcijskega reagenta smo pripravili kot opisano v preglednici 15 
in jo za 18 h nanesli na celice pakirne linije. Poleg konstruktov smo kot  kontrolo transfekcije 
in kasneje transdukcije transficirali še GFP (toliko kontrol GFP, kot je bilo različnih 
recipientskih linij). Transfekcijski medij smo previdno (celice se izjemno hitro odlepijo od 
podlage) aspirirali, zamenjali s hladnim medijem DMEM+10% FBS in 24h pustili v 
inkubatorju. Recipientsko linijo smo nacepili v koncentraciji 3-4x105 celic na vdolbinico ter 
jim po pritrditvi dodali 1mL gojišča s polibrenom (2 µg/mL), ki nevtralizira odbojne interakcije 
med virusi in sialično kislino na površini celic.  
 
Preglednica 15: Pogoji transfekcije pakirnih linij v plošči s 6 vdolbinami 
Platinum GP Količine 
konstruktov 
za 1 reakcijo  
Količine 
transfekcijskega 
reagenta za 1 
reakcijo 
Gryphon Ampho Količine 
konstruktov 
za 1 reakcijo 
Količine 
transfekcijskega 
reagenta za 1 
reakcijo 
Željeni konstrukt oz. GFP 2,5 µg / Željeni konstrukt oz. 
GFP 
4 µg / 
pCMV-VSV-G 1,5 µg /    
Transfekcijski reagent 
Lipofectamin 2000 
/ 10 µL Transfekcijski reagent 
Lipofectamin 2000 
/ 10 µL 
 250 µL 
OptiMEM 
240 µL 
OptiMEM 
(Zmešaj za 5min) 
 250 µL 
OptiMEM 
240 µL 
OptiMEM 
 Inkubacija mešanice 20 min, nato 
dodatek 500 µL mešanice po 
kapljicah v vsako vdolbinico za 18h 
 Inkubacija mešanice 20 min, nato 
dodatek 500 µL mešanice po 
kapljicah v vsako vdolbinico za 18h 
 
 
Celicam smo nato s kapljanjem v vsako vdolbinico dodali ustrezni retrovirusni supernatant, ki 
smo ga zbrali iz posameznih vdolbin s pakirno linijo in filtrirali s pomočjo 0,45 µM filtra in 2 
Pakirna linija Platinum-GP 
Plazmid pCMV-VSV-G 
(za protein virusne ovojnice)
Plazmid pRETROX Tet3G 
(za transaktivator Tet-ON 3G)
Proizvodnja retrovirusov, 
ki kodirajo transaktivator 
Tet-ON 3G
Transfekcija
Transdukcija
Prenos supernatanta
z retrovirusi  na 
NLRP3-/- iBMDM
Selekcija z G418
Izolacija
posameznega klona
Tet-ON 3G
(NLRP3-/- MФ)
klon D2
Pakirna linija Gryphon Ampho 
Plazmid pRETROX Tre3G 
z željenimi genskimi konstrukti
Transfekcija
Proizvodnja retrovirusov, 
ki kodirajo željene genske 
konstrukte
Transdukcija
Prenos supernatanta
z retrovirusi  na linijo 
Tet-ON 3G (NLRP3-/- MФ )
klon D2
Selekcija z G418
In puromicinom
Željeni genski konstrukti
Tet-ON 3G 
(NLRP3-/- MФ) klon D2
Tet-ON 3G
(NLRP3-/- MФ)
NLRP3-/- MФ
Izolacija
posameznega klona
Željeni genski konstrukti klon X
Tet-ON 3G 
(NLRP3-/- MФ) klon D2
a b
Nadaljne transdukcije
Eksperimenti
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mL brizge. Za vsako recipientsko linijo smo v eno vdolbinico dodali medij brez virusnega 
supernatanta, kar nam je pri selekciji služilo kot kontrola odpornosti celic na antibiotik. Po 3-5 
dneh smo celice tripsinizirali in prenesli v petrijevke, nato pa začeli z antibiotikom 
selekcionirati uspešno transducirane celice. Za selekcijo smo uporabljali 1,5 mg/mL 
gentamicina in 6 µg/mL puromicina, selekcijo pa smo izvajali dokler niso pomrle celice pri 
netransducirani kontroli (brez odpornosti na antibiotik). Takrat smo celice zamrznili. Seznam z 
retrovirusno transdukcijo ustvarjenih linij, ki smo jih uporabljali pri tem doktorskem delu, je v 
preglednici 16.  
 
Preglednica 16: Seznam ustvarjenih oz. uporabljenih stabilnih celičnih linij 
 Celična linija  
(Konstrukti NC) 
Plazmid Recipie
ntske 
celice 
Selekcija 
 
En 
klon 
Opis 
D
o
lo
ča
n
je
 v
lo
g
e 
d
o
m
en
e 
N
L
R
P
3
P
Y
D
  7
9
 
NLRP3ΔPYD 
Tet-VP16 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ/D2 
Puromicin, 
gentamicin 
Ne Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3 brez PYD 
 
NLRP3PYD 
Tet-VP16 
 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
 
NLRP3-/- 
Mθ/D2 
 
Puromicin, 
gentamicin 
 
Ne 
 
Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo domeno NLRP3PYD 
 
NLRC4CARD 
Tet-VP16 
 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
 
NLRP3-/- 
Mθ/D2 
 
Puromicin, 
gentamicin 
 
Ne 
 
Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo domeno NLRC4CARD 
 
ASCCARD 
Tet-VP16 
 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
 
NLRP3-/- 
Mθ/D2 
 
Puromicin, 
gentamicin 
 
Ne 
 
Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo domeno ASCCARD 
 
NLRC4CARD-NLRP3ΔPYD 
Tet-VP16 
 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
 
NLRP3-/- 
Mθ/D2 
 
Puromicin, 
gentamicin 
 
Ne 
 
Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3 z domeno 
NLRC4CARD namesto PYD 
 
ASCCARD-NLRP3ΔPYD 
Tet-VP16 
 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
 
NLRP3-/- 
Mθ/D2 
 
Puromicin, 
gentamicin 
 
Ne 
 
Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3 z domeno 
ASCCARD namesto PYD 
 
NLRC4CARD-NLRP3ΔPYD 
Tet-VP16 
 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
 
ASC-/- 
Mθ 
 
Puromicin, 
gentamicin 
 
Ne 
 
Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3 z domeno 
NLRC4CARD namesto PYD 
 
ASCCARD -NLRP3ΔPYD 
Tet-VP16 
 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
 
ASC-/- 
Mθ 
 
Puromicin, 
gentamicin 
 
Ne 
 
Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3 z domeno 
ASCCARD namesto PYD 
 
Prazen vektor (Shuttle) 
Tet-VP16 
 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
 
ASC-/- 
Mθ 
 
Puromicin, 
gentamicin 
 
Ne 
 
Makrofagi s praznim vektorjem 
 
ASC-GFP 
 
pMXSPuro 
 
 
ASC-/- 
Mθ 
 
Puromicin 
 
Ne 
 
Makrofagi, ki konstitutivno 
izražajo ASC-GFP 
D
o
lo
ča
n
je
 s
te
h
io
m
et
ri
je
 o
li
g
o
m
er
iz
ac
ij
e
 1
2
4
 
NLRP3PYD-Foldon 
Tet-VP16 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ 
Puromicin, 
gentamicin 
Ne Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3PYD-Foldon 
 
NLRP3PYD-APH 
Tet-VP16 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ 
Puromicin, 
gentamicin 
Ne Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3PYD-APH 
 
NLRP3PYD-Di 
Tet-VP16 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ 
Puromicin, 
gentamicin 
Ne Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3PYD-Di 
 
NLRP3PYD-DmrD 
Tet-VP16 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ 
Puromicin, 
gentamicin 
Ne Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3PYD-DmrD 
 
WT NLRP3 
Tet-VP16 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ 
Puromicin, 
gentamicin 
Ne Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo divji tip NLRP3 
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Prazen vektor (Shuttle) 
Tet-VP16 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ 
Puromicin, 
gentamicin 
Ne Makrofagi s praznim vektorjem 
 
V
iz
u
al
iz
ac
ij
a 
k
o
m
p
le
k
sa
 z
 m
ik
ro
sk
o
p
ij
o
 3
D
 S
IM
 
NLRP3-SkylanS 
Tet-VP16 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ 
Puromicin, 
gentamicin 
Ne Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3-SkylanS  
 
ASC-tagRFP 
Tet-VP16 
pMXSPuro 
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ 
Puromicin, 
gentamicin 
Ne Makrofagi, ki konstitutivno 
izražajo ASC-tagRFP 
 
NLRP3-tagRFP 
Tet-VP16 
pRetroX Tre3G  
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ 
Puromicin, 
gentamicin 
Ne Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3-tagRFP 
 
NLRP3-SkylanS  
ASC-tagRFP 
Tet-VP16 
pRetroXTre3G 
pMXSPuro 
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ 
Puromicin, 
gentamicin 
Da Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3-SkylanS in 
konstitutivno ASC-tagRFP 
 
NLRP3-tagRFP 
ASC-GFP 
Tet-VP16 
pRetroXTre3G 
pMXSPuro 
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ 
Puromicin, 
gentamicin 
Da Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3-tagRFP in 
konstitutivno ASC-GFP 
 
ASC-GFP pMXSPuro WT Mθ Puromicin Ne Makrofagi, ki konstitutivno 
izražajo ASC-GFP 
 
ASCPYD-GFP pMXSPuro WT Mθ Puromicin Ne Makrofagi, ki konstitutivno  
izražajo ASCPYD-GFP 
In
h
ib
ic
ij
a 
 
in
fl
am
as
o
m
a 
N
L
R
P
3
 NLRP3R258W 
Tet-VP16 
pRetroXTre3G 
pRetroX Tet3G 
NLRP3-/- 
Mθ 
Puromicin, 
gentamicin 
Ne Makrofagi, ki inducibilno 
izražajo NLRP3R258W 
 
NLRP3T346M 
Tet-VP16 
 
pRetroXTre3G 
pRetroX Tet3G 
 
NLRP3-/- 
Mθ 
 
Puromicin, 
gentamicin 
 
Ne 
 
Makrofagi , ki inducibilno 
izražajo NLRP3T346M 
 
3.2.3.3 Izolacija posamičnega klona 
Pri nekaterih pripravljenih stabilnih celičnih linijah smo izolirali in namnožili posamezen 
klon.To smo storili s postopkom limitirajoče redčitve (angl. Limited Dilution), po katerem smo 
v A1 vdolbinico plošče s 96 vdolbinicami nacepili 200 µL celic v koncentraciji 2x104 celic/mL, 
v preostale pa dali 100 µL medija. Nato smo izvedli dvakratne redčitve iz A1 navzdol po stolpcu 
1. V ta stolpec smo nato dodali 100 µL medija, nato pa z multikanalno pipeto izvajali dvakratne 
redčitve od stolpca 1 do 12. Tako pripravljene celice smo gojili v inkubatorju in redno spremljali 
rast kolonij v vdolbinicah. V spodnjem desnem kvadrantu tako pripravljene plošče smo lahko 
pričakovali pojav posameznih klonov in njihovih kolonij (slika 14, v rdečem).  
 
Slika 14: Postopek redčenja za pridobitev posamičnega klona (povz. po125) 
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3.2.4 Nacepitev celic v plošče 
Postopek štetja in nacepitve celic za eksperimente je podrobno opisan v mojem magistrskem 
delu114, v preglednici 17 pa so zbrani parametri cepitve celic na različne formate plošč, ki smo 
jih uporabljali v tem doktorskem delu. 
 
Preglednica 17: Parametri nacepitve celic na plošče različnega formata 
Format Uporaba Količina nacepljenih 
celic (celic/vdolbinico) 
Volumen nacepljenih 
celic (μL) 
6 vdolbin Western prenos, transdukcija 1,6x106 1000 
24 vdolbinic Test z reagentom FAM-FLICA  0,8x106 500 
8 vdolbinic (plošče IBIDI s plastičnim dnom) Konfokalna mikroskopija 2,8x105 200 
8 vdolbinic (plošče IBIDI s steklenim dnom) Mikroskopija 3D SIM 2x105 200 
96 vdolbinic  Testi ELISA, XTT in LDH  1,6x105 100 
 
3.2.5 Priprava sintetičnih peptidov 
Sintezo načrtovanih peptidov smo naročili pri Proteogenixu. Peptide smo pripravili z 
raztapljanjem zatehtane količine v DMSO v koncentraciji okoli 10 mM. Njihova priprava je 
podrobno opisana v mojem magistrskem delu114. Aminokislinska zaporedja načrtovanih 
peptidov so podana v preglednici 18. S TMR označene peptide smo v primeru obarjanja pred 
uporabo centrifugirali. 
 
Preglednica 18: Pregled načrtovanih peptidnih inhibitorjev, njihovih biokemijskih lastnosti 
(rdeče – kisli ostanki, modro – bazični ostanki, zeleno - hidrofobni ostanki) in modifikacij. 
Peptid Aminokislinsko zaporedje (N – C terminus)   Modifikacija 
ASCCARD/H2-H3  WGGVDGVLDALHGSVLTEGQYQAVRK Miristoilacija 
ASCPYD/H2-H3  WGGGDELKKFKMKLLTVQLREGYGRIPRGALLQK Miristoilacija 
NLRP3PYD/H2-H3  WGGDVDLKKFKMHLEDYPPEKGCIPVPRGQMEKADK Miristoilacija 
NLRP3Walker A  VVFQGAAGIGKTILA Miristoilacija 
NLRP3(250-265)  DYLFFIHCREVSLRTP Miristoilacija 
NLRP3 WalkerB  MDGFDELQGAFDEHIGEV Miristoilacija 
NLRP3Sens1 TTRPVALEKLQHLLDH Miristoilacija 
NLRP3(427-447)  SLAQTSKTTTAVYVFFLSSLL Miristoilacija 
NLRP3(560-593)  LENYGKFEKGYLIFVVRFLFGLVNQERTSYLEKK Miristoilacija 
Angiopep2-ASCPYD/H2-H3-TMR  TFFYGGSRGKRNNFKTEEYGDELKKFKMKLLTVQLREGYGRIPRG
ALLQK 
TMR 
Antennapedia-ASCPYD/H2-H3-TMR RQIKIWFQNRRMKWKKGGGDELKKFKMKLLTVQLREGYGRIPRGA
LLQK 
TMR 
ASCPYD/H2-H3-TMR GDELKKFKMKLLTVQLREGYGRIPRGALLQK TMR 
Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 TFFYGGSRGKRNNFKTEEYGDELKKFKMKLLTVQLREGYGRIPRG
ALLQK 
/ 
Scrambled ASCPYD/H2-H3 WGGLRGKLGLYKQDFRIQGMEKARLELGTVKPLK Miristoilacija 
 
3.2.6 Stimulacija celic 
Parametri stimulacije celic pri posameznem eksperimentu so natančno opisani pod slikami in 
grafi v poglavju Rezultati. Tipična aktivacija inflamasoma NLRP3 je potekala tako, da smo 
celice najprej stimulirali z aktivatorji prvega signala aktivacije inflamasoma NLRP3, ki ga je 
pri izvornih celičnih linijah predstavljal LPS ali PAM3CSK4, pri celičnih linijah z inducibilnim 
izražanjem konstruktov pa kombinacija LPS in doksiciklina. Aktivatorje prvega signala smo 
nato odsesali in celice inkubirali z raznimi modulatorji inflamasoma NLRP3, s čimer smo 
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omogočili njihovo vezavo na inflamasomske tarče. Nato smo brez aspiracije dodali še 
aktivatorje drugega signala. Aktivatorje prvega signala smo celicam dodajali v gojišču DMEM, 
modulatorje in aktivatorje drugega signala pa bodisi v gojišču DMEM ali stimulacijskem pufru. 
Pri celicah z inducibilnim izražanjem NLRP3, pri katerih je bil inflamasoma po izražanju 
konstitutivno aktiven, smo modulatorje dodajali pred LPS in doksiciklinom, saj je ta 
predstavljal združen prvi in drugi signal. Natančen pregled uporabljenih aktivatorjev in 
modulatorjev, vključno s koncentracijami in inkubacijskimi časi se nahaja v preglednici 19. 
 
Preglednica 19: Pregled uporabljenih aktivatorjev oz. modulatorjev, njihovih koncentracij in inkubacijskih časov 
 Reagent Založna 
koncentracija 
aktivatorjev 
Topilo  Delovna 
koncentracija 
aktivatorjev 
Končna 
koncentracija 
aktivatorjev 
Čas inkubacije  
A
k
ti
v
at
o
rj
i 
p
rv
eg
a 
si
g
n
al
a 
LPS  200 µg/mL MQ / 50, 100 ng/mL 6 h, maksimalno 12 h 
PAM3CSK4 1mg/mL MQ / 100, 500  ng/mL 
ali 1 μg/mL  
6 h ali preko noči 
 
Doksiciklin  
(v kombinaciji s  
100 ng/mL LPS) 
 
1mg/mL 
 
MQ 
 
/ 
 
0,005-5 μg/mL 
(pogosto 0,5)  
 
10 h ali preko noči 
Aspiracija 
M
o
d
u
la
to
rj
i 
in
fl
am
as
o
m
a 
 
N
L
R
P
3
 
MCC950 100 mM  DMSO 25 mM 0,1, 0,25, 0,5 μM 0,5 h predinkubacije 
Inhibitor kaspaze-1 
(acYVAD) 
 
18,3 mM DMSO  100 μM 0,5 h predinkubacije 
Načrtovani peptidni 
modulatorji 
cca 10mM DMSO 2,5-50 μM 1-40 μM 0,5 h predinkubacije 
A
k
ti
v
at
o
rj
i 
d
ru
g
eg
a 
si
g
n
al
a 
ATP  113 mM  MQ 25 mM  5 mM  
  
1h  
Nigericin  
 
13,4 mM  MeOH 50 μM  5, 10 μM  30 min, 40 min, 1h  
NanoSiO2  5 mg/mL  MQ 1,25 mg/mL  180-200 μg/mL  2,5 h, 3 h, 4 h ali 
preko noči 
 
Aluminijeve soli  
 
 
40 mg/mL  
 
MQ 
 
2,5 mg/mL  
 
300-400 μg/mL  
 
4h ali preko noči 
Poly(dA:dT)/ 
Lipofectamin 
 
50 μg/mL  MQ 5 μg/mL  1 μg/mL  Preko noči 
Imikvimod 1000 μg/mL MQ 100 μg/mL 20 μg/mL 6h ali preko noči 
 
LLOMe 
 
1 M  
 
MeOH 
 
5 mM 
 
1 mM 
 
3h 
 
Saty flagelin/ 
DOTAP 
 
/ 
 
20 mM 
HEPES 
 
/ 
 
1000 µg/mL  
 
2h ali preko noči 
  
Doksiciklin  
(v kombinaciji s  
100 ng/mL LPS) 
 
1mg/mL 
 
MQ 
 
/ 
 
0,5, 1 ali 2 μg/mL 
 
10h ali preko noči 
 
3.2.7 Določanje koncentracije citokinov s testom ELISA in aktivnosti SEAP s testom 
QuantiBlue 
Delovanje imunsko-encimskega testa ELISA in testa QuantiBlue je podrobno opisano v mojem 
magistrskem delu114. Na kratko, po stimulaciji celic smo v odvzetih celičnih supernatantih 
(svežih ali hranjenih na -20 ᵒC) analizirali koncentracijo IL-1β s komercialnim kitom IL-1beta 
Mouse ELISA Kit po navodilih proizvajalca (Invitrogen). Supernatantu celic RAWBlue smo 
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dodali substrat Quantiblue (Invitrogen) in nato določili aktivnost izločene zarodne alkalne 
fosfataze  (SEAP) z merjenjem absorbance pri 630 nm po navodilih proizvajalca. Za merjenje 
absorbance smo pri obeh testih uporabili spektrofotometer za plošče s 96 vdolbinicami 
(Multiplate reader SinergyMx, BioTek). 
 
3.2.8 Določanje preživelosti celic s testom XTT 
Princip delovanja te tehnike je natančno opisan v mojem magistrskem delu114. Celicam smo po 
stimulaciji odstranili supernatante in jim dodali brezbarvno gojišče DMEM brez fenol rdečega 
in z 10% FBS. Nato smo jim dodali predhodno pripravljeno raztopino tetrazolijeve soli XTT in 
fenazin metosulfata (PMS). Absorbanco razvijajoče se oranžne barve pri 490 nm, ki je bila 
merilo za metabolno aktivnost celic, smo izmerili po 2h, 4h ali po prekonočni inkubaciji s 
čitalcem plošč SinergyMx. V procesu kvantifikacije smo izmerjene vrednosti normalizirali 
glede na vrednosti pri nestimuliranih celicah, kjer smo pričakovali 100 % živost. 
 
3.2.9 Spremljanje piroptoze s testom LDH  
S testom LDH spremljamo piroptotično celično smrt z merjenjem encimske aktivnosti laktat 
dehidrogenaze LDH v celičnih supernatantih. LDHob piropotozi pa uhaja iz celice skozi 
nastajajoče pore v membrani (slika 15). Pri testu merimo encimsko aktivnost LDH v 
supernatantu, ki se veča s količino piroptotičnih celic v vzorcu. LDH v supernatantu pretvarja 
laktat v oranžno do rdeče obarvan produkt, katerega absorbanco merimo pri 490 nm, 
supernatant celic z nizko stopnjo piroptoze pa ostane brezbarven. Test smo izvajali s 
komercialnim kitom Cytotoxicity Detection Kit (Roche) po navodilih proizvajalca. Rezultate 
smo po meritvi normalizirali glede na tritonsko pozitivno kontrolo. Za test smo uporabili svež 
supernatant stimuliranih celic. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili supernatant celic, ki smo 
jim dodali detergent triton (0,2 %) (maksimalna smrtnost). Kot negativni kontroli smo uporabili 
supernatant nestimuliranih celic (maksimalna živost).  
 
Slika 15: Princip delovanje testa LDH (povz. po126) 
 
3.2.10 Detekcija proteinov s prenosom Western 
Za eksperimente detekcije proteinov smo stimulacijo celic izvedli v plošči s 6 ali 24 
vdolbinicami. Za detekcijo proteinov kaspaza-1 and IL-1β smo uporabljali koncentriran 
supernatant celic. Supernatante smo skoncentrirali s centrifugiranjem v 0,5 mL koncentrirnih 
filtrih 3K Amicon Ultra  (Merck) pri 14,000xg in 4ºC. Za detekcijo pro-kaspaze-1, pro-IL-1β 
in gasdermina D smo celice dvakrat sprali s hladnim pufrom PBS, nato pa lizirali. Z reagentom 
BCA (Sigma) smo določili koncentracijo proteina v celičnem lizatu. Koncentriran supernatant 
in lizat smo zmešali z nanašalnim pufrom na osnovi SDS in β-merkaptoetanola. Proteine smo 
nato ločili s poliakrilamidno gelsko elektroforezo SDS-PAGE in prenesli na nitrocelulozno 
membrano (GE Healthcare) s prenosom Western. Postopek poliakrilamidne gelske 
elektroforeze, prenosa Western in detekcije je podrobno opisan v mojem magistrskem delu114. 
Laktat
Piruvat
Oksidoreduktaza
Oranžen
produkt
(formazan)
Poškodovana membrana
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Proteine smo detektirali tudi z uporabo avtomatskega sistema iBIND Automated Western 
System (Thermofisher Scientific) z ustreznimi primarnimi in sekundarnimi protitelesi, ki so 
navedena v preglednici 20. Pri lizatih smo kot kontrolo enakomernega nanosa vzorca pri vseh 
pogojih uporabljali detekcijo β-aktina ali nespecifični band. Za detekcijo s HRP-konjugiranih 
protiteles smo uporabili substrat SuperSignal West Femto ali Pico (Thermo Scientific), za 
vizualizacijo membrane pa napravo G:BOX in računalniški program GeneTools. 
  
Preglednica 20: Pregled uporabljenih protiteles za detekcijo proteinov na membrani s prenosom Western 
Protein (lizat/ 
supernatant) 
Velikost   Zamreženost 
separacijskega 
gela 
Primarno protitelo 
(redčitev) 
Sekundarno protitelo  
(redčitev pri uporabi sistema 
iBIND) 
Pro-kaspaza-1 
(lizat) 
45 kDa  12-15% Mouse anti-Caspase-1 p20, 
Casper-1, Adipogen (1:1000) 
HRP-conjugated Goat Anti-Mouse 
IgG (H+L) polyclonals Jackson 
ImmunoResearch, (1:600) 
 
Kaspaza-1 
p20 
(supernatant) 
20 kDa  15%   
Pro-IL-1β 
(lizat) 
31 kDa  12-15% Rabbit polyclonal anti-mouse 
IL-1β, GeneTEX (1:1000) 
goat polyclonal to rabbit IgG 
(HRP), Abcam (1:600) 
 
IL-1β  
(supernatant) 
18 kDa  15%   
Aktin-β 
(lizat) 
42 kDa  15% Anti-Mouse mAb (8H10D10) 
Cell Signaling technology, 
(1:1000) 
 
HRP-conjugated Goat Anti-Mouse 
IgG (H+L) polyclonals, Jackson 
ImmunoResearch (1:600) 
 
NLRP3 
(lizat) 
110 kDa  10% anti-NLRP3/NALP3 (mouse), 
mAb (Cryo-1), Adipogen 
(1:1000) 
HRP-conjugated Goat Anti-Mouse 
IgG (H+L) polyclonals, Jackson 
ImmunoResearch (1:600) 
 
Cel gasdermin 
D 
(lizat) 
 
55 kDa 
 
 12-15% Rabbit anti-mouse GSDMD, 
Abcam (1:1000) 
goat polyclonal to rabbit IgG 
(HRP), Abcam (1:600) 
 
N-terminalni  
gasdermin D  
(supernatant) 
33 kDa  15%   
 
3.2.11 Nativna gelska elektroforeza 
Celicam smo po stimulaciji odsesali supernatant, jih dvakrat oprali s hladnim pufrom PBS, nato 
pa lizirali v 0,1% pufru CHAPS/HEPES buffer (pH 7,5) z dodanimi proteaznimi inhibitorji po 
navodilih proizvajalca (Roche). Po dodatku nanašalnega barvila za nativno elektroforezo smo 
vzorce 3 h ločevali na 15 % separacijskem gelu pri 90 V in 4° C. Zatem smo naredili prenos 
proteinov Western. 
 
3.2.12 Tehnike imunocitokemije  
Imunocitokemijske tehnike za detekcijo celičnih proteinov in struktur so temeljile na 
objavljenem protokolu127 (preglednica 21). Na kratko, stimulacija celic za imunocitokemijsko 
barvanje in spremljanje s konfokalno mikrosopijo je potekalo v ploščicah IBIDI z 8 
vdolbinicami. Celice smo po stimulaciji brez odsesavanja 15 min fiksirali s  paraformaldehidom 
v končni koncentraciji 4%, jih 4x sprali v pufru PBS, nato pa 1 h permeabilizirali in blokirali z 
mešanico 0,2% saponina in 1% albumina iz govejega seruma (angl. Bovine serum albumin, 
BSA). Sledila je 1-urna inkubacija s specifičnimi primarnimi protitelesi, vmesno spiranje s PBS 
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
41 
 
(4x5min), inkubacija s fluorescenčno označenimi sekundarnimi protitelesi v temi in vnovično 
spiranje s PBS (4x5min) in MQ (1x). Zatem smo obarvali še celične strukture npr. jedro in 
citoskelet. Citoskelet smo obarvali z barvilom AlexaFluor 647-phalloidin (ThermoScientific), 
ki se veže na F-aktin. Jedro smo pri fiksiranih celicah obarvali z barvilom DAPI (5 min 
inkubacije s 300 nM barvilom DAPi v PBS in 2x spiranjem v PBS), pri živih celicah brez 
fiksacije pa z barvilom Hoechst (5 min inkubacije s 1µL barvila Hoechst v PBS in 2x spiranjem 
v PBS). Na koncu smo na celice nanesli nanašalni medij. V primeru uporabe nanašalnega 
medija Prolong Gold Antifade Mountant with DAPI (ThermoScientific), ki je vseboval DAPI, 
predhodnega barvanja ni bilo potrebno izvesti. Kaspazo-1 smo z reagentom FAM-Flica 
obarvali po navodilih proizvajalca (Bio-Rad). 
 
Preglednica 21: Pregled uporabljenih barvil pri imunocitokemijskih tehnikah 
Tarča Primarno protitelo, redčitev Sekundarno protitelo/barvilo, redčitev 
ASC ASC (TMS-1) klon HASC-71, Biolegend, 1:500 Anti-mouse IgG AlexaFluor488, 1:200 
Anti-mouse IgG-AlexaFluor633, 1:200 
 
Kaspaza-1 / FAM-Flica (Fluorescenčni inhibitor kaspaze-1 FAM-YVAD-
FMK) 
 
Jedro / DAPI (fiksirane celice) ali Hoechst (žive celice) 
 
Citoskelet / AlexaFluor 647-Phalloidin  
 
3.2.13 Konfokalna mikroskopija 
Fluoroforje smo v celicah vizualizirali s konfokalno mikroskopijo, pri čemer smo spremljali 
njihovo fluorescenco oz. emisijo po vzbujanju z ustreznimi valovnimi dolžinami glede na 
njihove ekscitacijske in emisijske spektre. Uporabljeni laserji ter ekscitacijske and emisijske 
valovne dolžine za vizualizacijo fluoroforjev so zbrani v preglednici 22. Pri spremljanju več 
fluoroforjev hkrati, smo pazili, da se njihovi ekscitacijski in emisijski spektri niso prekrivali. 
Uporabljali smo konfokalni mikroskop Leica Microsystems z vodnim objektivom HCX PL 
Fluotar L s povečavo 20× in numerično aperturo 0,4 (vizualizacija histoloških tkiv) ali pa z 
oljnim objektivom HCX plan apo pri povečavi 63× in numerični aperturi 1,4 (preostali 
eksperimenti). Za procesiranje in analizo slik smo uporabljali programa Leica LAS AF in 
ImageJ.  
Preglednica 22: Pregled uporabljenih fluoroforjev 
Fluorofor Ekscitacija (nm) Laser Emisija (nm) 
GFP 488 100 mW 488-nm Ar  500-600 
Skylan-S 
AlexaFluor 488 
FAM 
TMR 543 1 mW 543-nm HeNe  558-598 
tagRFP 
AlexaFluor 647 
AlexaFluor 633 
650 
632 
10 mW 633-nm HeNe  665 
650 
 
3.2.14 Pretočna citometrija 
Pretočno citometrijo smo uporabili za merjenje aktivacije kaspaze-1 in za sortiranje GFP 
pozitivnih linij. Koncentracijo aktivne kaspaze-1 smo citometrično določili z uporabo z 
barvilom FAM konjugiranega peptidega inhibitorja FAM-YVAD-FMK, ki se specifično veže 
na aktivno obliko kaspaze-1, in sicer po navodilih proizvajalca testa FAM-FLICA Caspase-1 
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Assay Kit. Na kratko, celice smo nacepili na ploščo s 24 vdolbinami in jih 30 min inkubirali s 
peptidnimi modulatorji (40 μM). Nato smo jih stimulirali s kombinacijo 500 ng/mL LPS in 5 
µM nigericina za 2,5 h. Fluorescenčni inhibitor kaspaze-1 FAM-YVAD-FMK smo brez 
aspiracije celicam dodali za 30 min. Celice smo nato na ledu dvakrat sprali s PBS, jih v PBS 
resuspendirali in analizirali s pretočnim citometrom Cyflow (Partec), pri čemer smo uporabljali 
programa FloMax in FloJo. 
 
3.2.15 Eksperimenti na živalih 
Vsi eksperimenti na živalih so bili izvedeni v skladu z EU direktivo 2010/63, pri čemer smo od 
Uprave za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin pridobili dovoljenje za poskuse  
(U34401-4/2017/4). Eksperimente na živalih je izvajal dr. Duško Lainšček. Za poskuse smo 
uporabili zdrave, 8-12 tednov stare, približno 25 g težke miši C57BL/6 moškega in ženskega 
spola z normalnim imunskim statusom. Eksperimente smo izvajali v laboratoriju za živalske 
poskuse SFP na Kemijskem inštitutu. Živali so imele na voljo standardno krmo in svežo vodo 
iz pipe. Za vsak eksperimentalni pogoj so bile izbrane 3-5 živali. 
 
Pri eksperimentu, kjer smo v prisotnosti peptidov stimulirali mišji peritonitis, smo mišim 
intraperitonealno (i.p.) z iglo 29 (Beckton Dickinson) vbrizgali 30 μmol/kg peptida ASCPYD/H2-
H3 ali DMSO. Po 1 h smo jim i.p. vbrizgali 0,35 mg of nanodelcev SiO2, raztopljenih v 500 μL 
PBS. Po 4 h smo miši žrtvovali z zadušitvijo v CO2, nato pa zbrali peritonealno lavažo. Celice, 
prisotne v lavaži, smo izolirali s centrifugiranjem (10 min pri 1500 vrt./min) in 
resuspendiranjem usedline v pufru FACS (2% FBS v PBS). Del usedline smo pobarvali z 
raztopitvijo v pufru FACS s protitelesom proti mišjem markerju za nevtrofilce Ly-6G (Gr-1) s 
konjugiranim FITC protitelesom in jo inkubirali 15 min na ledu. Del raztopine smo pustili 
neobarvane v pufru FACS. Usedlini smo ponovno centrifugirali, sprali s pufrom FACS in 20 
min fiksirali v 0,5 mL raztopine Histofix (Roth). Po centrifugiranju smo usedlini sprali in 
resuspendirali v pufru FACS in jih preko noči pustili na 4ᵒC. Naslednji dan smo s pretočno 
citometrijo (Partec) analizirali količino Gr-1+ celic (nevtrofilcev) v filtriranih vzorcih.  
 
Pri eksperimentu, s katerem smo ocenili sposobnost peptidov za prehod krvno-možganske 
pregrade smo mišim intravenozno (i.v.) vbrizgali 0,3 μmol/miš peptidov Angiopep2-
ASCPYD/H2-H3-TMR, Antennapedia-ASCPYD/H2-H3-TMR, ASC ASCPYD/H2-H3-TMR ali DMSO, 
raztopljenih v PBS in jih žrtvovali po 1 h ali po 3 h. Nato smo v miših pomerili fluorescenco 
TMR in vivo z napravo IVIS® Lumina Series III (Perkin Elmer). Slike smo analizirali s 
programom Living Image® 4.5.2 (Perkin Elmer). Nato smo iz miši izolirali notranje organe in 
iz njih pripravili histološke preparate. 
 
3.2.16 Priprava histoloških preparatov 
Pobrane notranje organe (možgani, pljuča, vranica, ledvice) smo fiksirali v 40 mL formalina 
(preko noči in za dolgotrajnejšo hrambo na sobni teperaturi). Tkivo smo narezali na tanjše 1 
mm rezine, ki smo jih dehidrirali s po eno-urnimi inkubacijami v 40 mL vodnih raztopin z 
naraščujočo koncentracijo alkohola (1x70%, 1x95%, 3x100%). Nato smo jih inkubirali z 
enournima inkubacijama v 40 mL ksilena (2x) and tekočega paraplasta (1x). Rezine smo hitro 
postavili v predhodno ogret plastičen kalup, kamor smo predtem vlili tekoč paraplast. Čez kalup 
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smo položili označeno kaseto in tako pripravljene kalupe ohladili na sobni temperaturi. Po 
strditvi smo iz kalupov odstranili bloke paraplasta s tkivom in jih z mikrotomom (Leica) 
narezali na rezine. Slednje smo položili v toplo vodo, da so se izravnale, nato pa na objektno 
stekelce. Paraplast smo odstranili z nekaj sekundno potopitvijo stekelca v ksilen, nato pa smo 
stekelce osušili in na tkivno rezino, ki je ostala na njem, kanili kapljico nanašalnega medija 
(Leica). Čeznjo smo nato položili krovno stekelce ter tako pripravljena stekelca z rezinami 
analizirali s konfokalnim mikroskopom.  
  
3.2.17 Strukturirana osvetlitvena mikroskopija 3D SIM 
Strukturirano osvetlitveno mikroskopijo 3D (angl. Structured illumination microscopy, 3D 
SIM) smo izvajali v sodelovanju s skupino prof. dr. Thomasa Huserja na Univerzi v Bielefeldu 
v Nemčiji. Rezultati so plod optimizacije dela s 3D SIM mikroskopom v sklopu krajšega 
študijskega obiska v tamkajšnji skupini, predvsem pa nadaljevanja sodelave s pošiljanjem 
vzorcev v Nemčijo, kjer jih je vizualiziral dr. Gabriel Wang. Uporabljali smo mikroskop Delta 
Vision OMX (Optical Microscope eXperimental) Blaze-V4 (GE Healthcare). Uporabljali smo 
laserske linije 488 in 568 nm, emisijo pa zaznavali v kanalih Green: 528/48 in Orange: 609/37, 
s samostojnima kamerama CMOS (customizedPCOEdge). Uporabljali smo oljni objektiv 
Olympus Plan-Apo N 60x/1.42. Tehnične podrobnosti v zvezi z vizualizacijo so navedene v 
doktorskem delu dr. Gabriela Wanga128. Pri izbiri fluorescenčnih proteinov za vizualizacijo smo 
upoštevali zaželjeno visoko svetlost in nizko občutljivost na bledenje zaradi visokih intenzitet 
laserjev pri 3D SIM.  Pri spremljanju več fluoroforjev hkrati je potrebno podobno kot pri drugih 
tehnikah fluorescenčne mikroskopije izbrati pravilne kombinacije barvil, pri katerih se 
emisijski in ekscitacijski spektri čim manj prekrivajo. Na podlagi tega smo za hkratno 
vizualizacijo NLRP3 in ASC izbrali kombinacijo tagRFP in GFP oz. SkylanS in tagRFP. Za 
eksperimente smo uporabljali tako žive kot fiksirane celice, redko nacepljene v ploščicah iBIDI 
s steklenim dnom. Osnovni princip metode je podan na sliki 16. 
 
3.2.18 Produkcija, izolacija in čiščenje proteinov 
Za analizo vezave peptidov na tarčno domeno s površinsko plazmonsko resonanco smo 
potrebovali izoliran tarčni protein. V ta namen smo uporabili konstrukt z zaporedjem  za mišjo 
domeno NLRP3PYD z značko His-tag na N-koncu. Konstrukt His-tag-NLRP3PYD smo 
transformirali v bakterijski produkcijski sev NiCo2 (DE3). Produkcijo smo izzvali s 4-urno 
inkubacijo z 1 mM IPTG pri 37ᵒC. Proteine smo pridobili s centrifugiranjem, lizo bakterijske 
usedline in sonikacijo lizata. Soniciran lizat smo centrifugirali in topno frakcijo proteinov 
očistili na koloni NiNTA, ki je vezala His-tag. Elucijo topne frakcije s His-tag smo dosegli z 
naraščujočimi koncentracijami imidazola. Monomerno obliko proteinov smo izolirali z gelsko 
izključitveno kromatografijo Superdex 200 26/600 (izolacijo je izvedel Žiga Strmšek). Proteine 
smo skoncentrirali in jih ločili s poliakrilamidno gelsko elektroforezo SDS PAGE. Pravilno 
zvitost proteina smo ocenjevali s cirkularnim dikroizmom (CD). 
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Slika 16: Princip Moirovih vzorcev pri mikroskopiji 3D SIM129. Strukturirana osvetlitvena mikroskopija 3D SIM spada 
med t.i. superresolucijske mikroskopske tehnike. Te skušajo z uporabo različnih fizikalnih principov preseči maksimalno 
možno (lateralno) ločljivost konfokalne mikroskopije (200 μm), ko jo omejuje difrakcijska limita svetlobe. Mikroskopija 3D 
SIM se pri tem poslužuje rotirajoče mrežice (angl. Diffraction grating), ki povzroči difrakcijo laserske svetlobe, nato pa njeno 
interferenco v ravnini proučevanega primerka 130. Kadar se pri tem ustvarjeni črtasti interferenčni vzorec pokrije s neznano 
strukturo primerka, se to odraža v povečanih črtah oz. Moirovih vzorcih (angl. Moire fringes), na podlagi katerih je možno 
rekonstruirati sliko primerka. 
 
3.2.19 Analiza medproteinskih interakcij s površinsko plazmonsko resonanco  
Površinsko plazmonsko resonanco smo izvajali na Odseku za molekularno biologijo in 
nanotehnologijo na Kemijskem inštitutu, v okviru izbirnega predmeta Makromolekulske 
interakcije študija Biomedicina pri prof. dr. Gregorju Anderluhu, v delo z napravo Biacore 
X100 pa nas je vpeljala dr. Vesna Hodnik. S površinsko plazmonsko resonanco (angl. Surface 
plasmon resonance, SPR) proučujemo proteinske interakcije, pri čemer izkoriščamo 
občutljivost resonirajočih elektronov oz. plazmonov na spremembo mase, kar se dogaja na 
primer ob vezava analita na imobiliziran ligand. Princip metode je podrobno opisan pod sliko 
17. Metodo smo uporabili za spremljanje vezave peptidnega inhibitorja Angiopep2-ASCPYD/H2-
H3 na izoliran protein His-tag-NLRP3PYD, pri čemer smo uporabljali senzorski čip NTA (GE 
Healthcare Life Sciences), ki deluje po podobnem principu kot čiščenje s kolono NiNTA, in 
sicer se ligand z značko His-tag veže na nikljeve ione, koordinirane na NTA (vsak Ni2+ na 
površini čipa tvoril koordinacijske vezi s po dvema histidinoma). Na čip smo kot ligand vezali 
domeno His-tag-NLRP3PYD, kot analit pa smo uporabljali peptid Angiopep2-ASCPYD/H2-H3. 
Najprej smo vzorčno in referenčno celico čipa NTA aktivirali z NiSO4. V vzorčno celico čipa 
(Fc1) smo nato imobilizirali ligand His-tag-NLRP3PYD v nosilnem pufru, medtem ko smo 
referenčno (Fc2) pustili prazno. Nato pa smo skozi obe celici  spustili naraščajoče koncentracije 
analita Angiopep2-ASCPYD/H2-H3. Na tak način smo spremljali specifičnost vezave analita na 
čip. Med posamičnimi injekcijami analita smo z regeneracijo čipa odstranili vezan ligand in 
analit. Optimizirani pogoji za vezavo Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 na His-tag-NLRP3PYD so 
natančneje predstavljeni v preglednici 23. 
 
3.2.20 Statistična analiza 
Podatke smo statistično obdelovali s programoma Excel in GraphPad Prism. Pri oceni 
statistične signifikantnosti smo uporabili t-test za primerjavo dveh neodvisnih vzorcev z 
Welchevim popravkom. 
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Preglednica 23: Optimizirani pogoji SPR 
Zaporedje korakov Spojina Celica  
na čipu 
Kontakt
ni čas (s) 
Pretok 
(uL/min) 
Priming z nosilnim 
pufrom 
10 mM HEPES, 300 mM NaCl, 50 μM EDTA, 0,005% Tween 20, 
pH=8,1 
/ / / 
Regeneracija čipa EDTA, 350 mM v MQ Fc1 in Fc2 60 10 
Aktivacija čipa NiSO4,  0,5 mM v MQ Fc2 ali Fc1 in 
Fc2 
60 10 
Vezava liganda na čip His-tag-NLRP3PYD, 25 nM v nosilnem pufru Fc2 60 10 
Vezava analita  Angiopep2-ASCPYD/H2-H3, različne mikromolarne koncentracije v 
nosilnem pufru 
Fc1 in Fc2 240 10 
Regeneracija čipa 
(odstranitev liganda s 
čipa) 
EDTA, 350 mM v MQ Fc1 in Fc2 60 10 
NaOH, 100 mM v MQ Fc1 in Fc2 60 10 
SDS, 0,25% v MQ Fc1 in Fc2 60 10 
  
 
 
 
Slika 17: Princip metode SPR (povz. po131,132). Iz vira svetlobe prihaja preko prizme svetloba do senzorskega čipa, od koder 
se odbija v detektor, ki meri inteziteto odbite svetlobe (a). Pri določenem vpadnem kotu svetlobe elektroni na površini čipa 
svetlobo absorbirajo in začnejo resonirati, kar se odraža v nižji intenziteti odbite svetlobe na detektorju (b). Resonirajoči 
elektroni ali površinski plazmoni so zelo občutljivi na spremembe mase. Če se na površino čipa veže protein, se bo zaradi 
spremembe mase spremenil kot odbite svetlobe (pomik upada v intenziteti svetlobe) (b). Detektor te spremembe spremlja v 
dveh celicah na čipu skozi kateri je vzpostavljen pretok analita. Vzorčna celica (Fc1) ima imobilizirano tarčo vezave, referenčna 
(Fc2) pa je prazna. Pozitivna razlika v signalu teh dveh celic (Fc2-Fc1) nakazuje na specifično vezavo analita na imobilizirani 
ligand. Vezavo v realnem času prikazuje t.i. senzorgram, v katerem je odziv prikazan v odvisnosti od časa (angl. Response 
units, R.U.) (c). Za pravilno določanje afinitete vezave, ki jo podaja konstanta disociacije (Kd), je potrebno doseči plato (angl. 
Steady-state, Plateau), saj je le tam stopnja asociacije enaka stopnji disociacije, zasedenih je 50% vezavnih mest na ligandu, 
odziv pa je direktno proporcionalen masi oz. koncentraciji kompleksa med analitom in ligandom. Nižja Kd pomeni višjo 
afiniteto vezave.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a b                           c
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4 REZULTATI 
 
4.1 Osvetlitev vloge domene PYD pri uravnavanju aktivacije NLRP3 
 
4.1.1 Vzpostavitev celičnega sistema za raziskovanje vloge NLRP3 PYD 
V prvem sklopu doktorske naloge smo skušali osvetliti vlogo domene PYD pri uravnavanju 
aktivacije senzorskega proteina NLRP3. Tega bi se bilo najenostavneje lotiti s pripravo celičnih 
linij, ki izražajo delecijski konstrukt NLRP3 brez domene PYD (NLRP3ΔPYD), in spremljanjem 
morebitne konstitutivne aktivnosti takšnega konstrukta po izražanju. V našem primeru tak 
pristop ni uporaben, saj je domena NLRP3PYD ključna za iniciacijo nadaljnjih korakov 
inflamasoma, ko se nanjo veže adapter ASC. Kot alternativo smo tako pripravili celične linije 
z genskimi konstrukti, pri katerih je bila domena PYD mišje oblike NLRP3 zamenjana s 
funkcijsko sorodnimi interakcijskimi domenami CARD iz proteinov ASC (CARDASC-
NLRP3∆PYD) in NLRC4 (CARDNLRC4-NLRP3∆PYD). Izražanje tako pripravljenih konstruktov v 
celicah je bilo pod doksiciklinsko kontrolo.  
 
Pričakovali smo, da bi se, v kolikor med domeno PYD in preostankom proteina prihaja do 
intramolekularnih interakcij, ki sodelujejo pri samouravnavanju, njena zamenjava s CARD 
lahko odražala v konstitutivni aktivaciji inflamasoma NLRP3. Ker domena CARD lahko 
direktno veže pro-kaspazo-1, bi sicer lahko prišlo do drugačnega odziva, kvalitativno bolj 
podobnega aktivaciji NLRC4. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili celično linijo z 
rekonstituiranim divjim tipom NLRP3, kot negativno pa celični liniji z vektorjem brez 
konstrukta ali z NLRP3ΔPYD. Pripravili smo tudi celične linije s konstrukti, ki izražajo 
individualne domene PYD in CARD proteinov ASC, NLRP3 in NLRC4, saj te lahko v celicah 
v primeru visoke stopnje izražanja sprožijo konstitutivno tvorbo filamentov45. Predvsem 
spontana oligomerizacija CARD bi se lahko odražala v avtokatalitski aktivaciji kaspaze-1. 
 
4.1.2 Zamenjava domene PYD s CARD v NLRP3 sproži konstitutivno izločanje IL-1β 
Da bi potrdili neprimernost uporabe delecijskega konstrukta NLRP3ΔPYD, smo ga najprej z 
retrovirusno transdukcijo vnesli v imortalizirane mišje makrofage iz kostnega mozga z izbitim 
genom za NLRP3, nato pa v tako pripravljeni celični liniji z dodatkom doksiciklina sprožili 
njegovo izražanje. Medtem ko se je pozitivna kontrola z divjim tipom NLRP3 IL-1β izločala le 
ob dodatku aktivatorja, pri celicah z NLRP3ΔPYD v skladu s pričakovanji nismo opazili 
aktivacije IL-1β v odsotnosti aktivatorja, niti je nismo mogli stimulirati z aktivatorjem 
nigericinom (slika 18). Konstitutivnega ali inducibilnega izločanja IL-1β pri celicah z 
NLRP3ΔPYD nismo uspeli doseči niti pri največji, še ne toksični koncentraciji doksiciklina (5 
µg/mL) (slika 18).  
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Slika 18: Humani NLRP3 v odsotnosti domene PYD ne sproža aktivacije inflamasoma NLRP3. Koncentracije izločenega 
IL-1β, določene s testom ELISA, potem ko smo celično linijo s konstruktom NLRP3ΔPYD 10 h stimulirali s kombinacijo LPS 
(100 ng/mL) in naraščujočih koncentracij doksiciklina (0,005-5 µg/mL), nato pa 1 h s 5 µM nigericinom. Povprečne vrednosti 
in standardni odkloni so izračunani na podlagi vsaj dveh tehničnih ponovitev, eksperiment pa je bil dvakrat neodvisno 
ponovljen.  
 
V celičnih linijah z vnešenima himernima konstruktoma CARDNLRC4-NLRP3∆PYD in 
CARDASC-NLRP3∆PYD pa se je zamenjava domene PYD z domeno CARD po dodatku 
doksiciklina odražala v izločanju IL-1β tudi v odsotnosti aktivatorja, kar nakazuje, da sta takšna 
konstrukta NLRP3 konstitutivno aktivna po izražanju (slika 19b). Konstitutivno aktivacijo smo 
opazili pri zamenjavi PYD z obema domenama CARD (iz ASC in iz NLRC4). Opažena 
aktivacija IL-1β ni bila posledica spontane oligomerizacije domen PYD in CARD, saj celice, 
ki so izražale le posamične domene PYD in CARD iz NLRP3, NLRC4 in ASC, niso 
konstitutivno izločale IL-1β, niti ga ni bilo moč v primerljivih količinah zaznati ob dodatku 
aktivatorjev (slika 19c). Pri celicah z divjim tipom NLRP3 se je po pričakovanjih izločanje IL-
1β aktiviralo le ob prisotnosti nigericina (slika 19b,c). Tako kot humani konstrukt NLRP3 brez 
domene PYD (slika 18), je bila tudi njegova mišja različica povsem neaktivna (slika 19b). 
Neaktivnost tega konstrukta ni bila posledica šibkega izražanja, saj je bil vključno z drugimi 
uporabljeni konstrukti v celicah po dodatku doksiciklina dobro izražen (slika 19d). Izražanje 
konstrukta CARDNLRC4-NLRP3∆PYD je bilo sicer nekoliko šibkejše (slika 19d), a vendar 
zadostno za konstitutivno aktivacijo, primerljivo z CARDASC-NLRP3∆PYD (slika 19b,c). 
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Slika 19: Zamenjava NLRP3PYD domene z domeno CARD vodi do konstitutivne aktivacije. a – Shematski prikaz osnovne 
zgradbe proteinov NLRP3, NLRC4 in ASC, iz katerih izvirajo himerni konstrukti pri b in c. b, c – Koncentracije izločenega 
IL-1β, določene s testom ELISA. Celične linije z navedenimi konstrukti smo 10 h stimulirali s kombinacijo LPS (100 ng/mL) 
in naraščujočih koncentracij doksiciklina (0, 0,005, 0,1 0,02 0,05 µg/mL pri b in 0, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5 µg/mL pri c), nato 
pa 1 h s 5 µM nigericinom. d – Izražanje himernih konstruktov v imortaliziranih mišjih makrofagih iz kostnega mozga NLRP3-
/-, določeno s prenosom Western. Celice so bile stimulirale s 100 ng/mL LPS in 0,5 µg/mL doksiciklina. V celičnem lizatu smo 
detektirali peptidni označevalec AU1, ki so ga na C-terminalnem koncu vsebovali konstrukti, kot nanašalno kontrolo pa smo 
detektirali β-aktin. Povprečne vrednosti in standardni odkloni so izračunani na podlagi vsaj dveh tehničnih ponovitev (b,c), 
eksperimenti pa so bili dvakrat neodvisno ponovljeni (b-d). 
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4.1.3 Konstitutivna aktivacija IL-1β pri himernih konstruktih je fenotipsko podobna 
aktivaciji pri inflamasomu NAIP/ NLRC4 
Konstitutivna aktivacija himernih konstruktov bi teoretično lahko potekala bodisi preko 
adapterskega proteina ASC bodisi preko direktne vezave pro-kaspaze-1. Da bi preverili, kateri 
izmed teh dogodkov je vpleten v konstitutivno aktivacijo pri himernih konstruktih z domenami 
CARD, smo najprej v celicah s temi konstrukti analizirali prisotnost oligomerizacije ASC. Po 
stimulaciji celic z doksiciklinom smo z imunofluorescenčnimi tehnikami obarvali ASC. Ob 
stimulaciji z nigericinom smo tako pri celicah z divjim tipom NLRP3, kot tudi pri celicah s 
himernimi konstrukti opazili agregate ASC (slika 20a,b). Da bi preverili sposobnost pro-
kaspaze-1 za direktno vezavo na domeno CARD himernih konstruktov, smo jih z retrovirusno 
transdukcijo vnesli v imortalizirane mišje makrofage iz kostnega mozga z izbitim genom za 
ASC. Pri obeh celičnih linijah smo v odsotnosti ASC lahko detektirali konstitutivno izločanje 
IL-1β (slika 20c), vendar v manjši meri kot pri celicah z ASC (slika 19b,c). To nakazuje, da 
konstitutivni aktivaciji IL-1β v celicah s himernimi konstrukti delno, a ne izključno, botruje 
direktna vezava pro-kaspaze-1 na domeno CARD. Kot pozitivno kontrolo v celicah brez ASC 
smo uporabili celično linijo z ASC-GFP, IL-1β pa je pričakovano izločala le po stimulaciji z 
nigericinom (slika 20d). Medtem ko je bil konstrukt CARDNLRC4-NLRP3∆PYD v celicah dobro 
izražen, se je konstrukt CARDASC-NLRP3∆PYD izražal šibkeje (slika 20e). To ni bil razlog za 
manjše izločanje IL-1β, saj je bila aktivacija pri obeh celičnih linijah kljub razlikam v izražanju 
primerljiva (slika 20c).  
 
Na podlagi teh izsledkov lahko sklepamo, da je konstitutivna aktivacija IL-1β ob zamenjavi 
domene PYD z domenami CARD deloma posledica aktivacije kaspaze-1 preko adapterja ASC, 
deloma pa preko direktne vezave pro-kaspaze-1 na domeno CARD himernih konstruktov. 
Takšen fenotip je sicer značilen za inflamasom NAIP/NLRC4, kjer se lahko zaradi zmožnosti 
direktne vezave pro-kaspaze-1 na NLRC4 izločanje IL-1β aktivira tudi neodvisno od proteina 
ASC in tvorbe inflamasomskega kompleksa, vendar pa je ASC potreben za maksimalno 
aktivacijo IL-1β. Naši rezultati nakazujejo, da podobno kot pri NLRC4 tudi znotraj proteina 
NLRP3 po zaznavi drugega signala prihaja do strukturnih premikov. Ti porušijo neaktivno 
konformacijo oz. avtoinhibicijske interakcije, ki to konformacijo vzdržujejo. Za razliko od 
NLRC4, kjer je za neaktivno konformacijo ključna interakcija med domeno LRR in NBD 
(preglednica 4), pa neaktivno obliko proteina NLRP3 stabilizirajo interakcije med domeno 
PYD in preostankom NLRP3. Pri tem je vloga domene PYD tako specifična, da je domena 
CARD ne more nadomestiti. Če konstitutivne aktivacije ne bi opazili, bi to lahko pomenilo 
bodisi da PYD nima vloge pri avtoinhibiciji, bodisi da ima podobno avtoinhibicijsko vlogo tudi 
domena CARD, zato bi morali zasnovati drugačen eksperiment.  
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Slika 20: Aktivacija pri celičnih linijah z zamenjavo NLRP3PYD v CARD poteka delno preko ASC in delno preko 
direktne povezave s pro-kaspazo-1. a – Detekcija oligomerov imunofluorescenčno označenega proteina ASC s konfokalno 
mikroskopijo v fiksiranih celicah. Navedene celične linije smo stimulirali s kombinacijo 100 ng/mL LPS in 0,5 µg/mL 
doksiciklina (spodnji sliki) ali 6 h s 100 ng/mL LPS in nato 1 h z 10 µM nigericinom (zgornji sliki). Oligomeri ASC so označeni 
zeleno (AF488), jedra pa modro (DAPI). Skala =10 µm. b – Kvantifikacija tvorbe oligomerov ASC, pri kateri smo določali 
povprečna razmerja med številom oligomerov ASC in številom jeder na podlagi petih mikroskopskih slik vsakega pogoja pri 
a. c,d – Koncentracije izločenega IL-1β, določene s testom ELISA. Celične linije s himernimi konstrukti smo 10 h stimulirali 
s kombinacijo LPS (100 ng/mL) in navedenih koncentracij doksiciklina (c) oz. 6 h s100 ng/mL LPS in 1 h s 5 µM nigericinom 
(d). e – Izražanje himernih konstruktov v imortaliziranih mišjih makrofagih iz kostnega mozga ASC-/-, določeno s prenosom 
Western. Celice so bile stimulirane s 100 ng/mL LPS in 0,5 µg/mL doksiciklina. V celičnem lizatu smo detektirali peptidni 
označevalec AU1, ki so ga na C-terminalnem koncu vsebovali konstrukti. Zvezdica označuje nespecifičen band, kot nanašalno 
kontrolo pa smo detektirali β-aktin. Povprečne vrednosti in standardni odkloni so izračunani na podlagi vsaj dveh tehničnih 
ponovitev (b-d), eksperimenti pa so bili dvakrat neodvisno ponovljeni (a-e). 
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4.2 Določitev minimalne stopnje oligomerizacije NLRP3, ki sproži aktivacijo inflamasoma 
NLRP3 
 
4.2.1 Vzpostavitev celičnega sistema za proučevanje oligomerizacije 
V nadaljevanju doktorskega dela smo želeli določiti minimalno stehiometrijo nukleacijskega 
jedra interakcijskih domen NLRP3PYD, ki sproži aktivacijo inflamasoma, saj bi iz tega lahko 
sklepali, koliko senzorskih proteinov NLRP3 v oligomeru je dovolj za začetek polimerizacije 
ASC. V ta namen smo pripravili stabilne celične linije s proteinskimi konstrukti, pri katerih 
smo domeno PYD mišje oblike proteina NLRP3 na C-terminalnem koncu povezali z 
dimerizacijskimi in trimerizacijskimi domenami, ki so po izražanju tvorile konstitutivne 
oligomere. Poslužili smo se globularne dimerizacijske domene DmrD133, obvite vijačnice v 
paralelni134 in antiparalelni obliki135 ter paralelno homotrimerizacijsko domeno foldon, ki je 
naravnega izvora, saj je pomembna za tvorbo fibritina, strukturnega proteina bakteriofagov 
T4136 (slika 21c). Vlogo konstruktov bi bilo sicer najlažje testirati s transfekcijo v celice 
HEK293, vendar v takšnem sistemu pogosto prihaja do previsoke in nefiziološke stopnje 
izražanja proteinov NLRP3 in ASC, kar se lahko odraža v spontani aktivaciji inflamasoma. Da 
bi oligomerizacijo proučevali v čim bolj biološko relevantnem sistemu, smo se ponovno 
poslužili sistema izražanja proteinov pod inducibilnim nadzorom z doksiciklinom, pri čemer 
smo genske konstrukte NLRP3PYD z različnimi oligomerizacijskimi domenami z retrovirusno 
transdukcijo vnesli v imortalizirane makrofage iz kostnega mozga miši z izbitim genom za 
NLRP3.  
 
Pričakovali smo, da bomo ob doseženi minimalni aktivirajoči stehiometriji NLRP3PYD, opazili 
konstitutivno aktivacijo na stopnji citokinov. Ker konstrukti vsebujejo le interakcijsko domeno 
PYD, ne pa preostalih delov senzorskega proteina NLRP3, bi moral biti citokinski odziv 
neodvisen od dodatka aktivatorja. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili celično linijo z 
rekonstituiranim divjim tipom NLRP3, kot negativno kontrolo pa smo uporabili celično linijo 
z vnešenim vektorjem brez konstruktov. 
 
4.2.2 Monomerna in dimerna oblika NLRP3PYD ne zadoščata za aktivacijo inflamasoma 
NLRP3 
Najprej smo s stimulacijo z LPS in naraščujočimi koncentracijami doksiciklina preverili 
aktivacijo IL-1β. V celični liniji z divjim tipom NLRP3 smo po pričakovanjih po dodatku 
nigericina lahko detektirali IL-1β, medtem ko v celicah s praznim vektorjem ni bilo nobenega 
odziva (slika 21a). Pri celicah, ko so izražale bodisi monomerno obliko NLRP3PYD brez 
oligomerizacijskih domen bodisi NLRP3PYD v fuziji z globularno dimerizacijsko domeno 
DMRD, pa sproščanja IL-1β nismo opazili, kar nakazuje, da dimerizacija ni zadostna za 
aktivacijo NLRP3 (slika 21b). Ker bi bila lahko odsotnost odziva pri dimerizaciji posledica 
napačno negativnega rezultata zaradi steričnega oviranja pri povezovanju globularnih domen 
DMRD, smo se poslužili tudi konstruktov, pri katerih je oligomerizacija NLRP3PYD temeljila 
na povezovanju paralelnih obvitih vijačnic CC-Di, antiparalelno obvitih vijačnicah APH ali 
domen foldon. Vsi testirani konstrukti so se v celicah po dodatku doksiciklina dobro izražali 
(slika 21d). Prav tako so bili fuzijski proteini v celicah po sintezi v ustreznem oligomeriziranem 
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stanju (slika 21e), saj smo po nativni gelski elektroforezi lahko opazili razlike v mobilnosti 
posamičnih konstruktov.  
 
 
Slika 21: Dimerizacija  NLRP3 ne sproži aktivacije inflamasoma NLRP3. a,b – Koncentracija IL-1β s testom ELISA, 
potem ko smo celične linije s praznim vektorjem, z NLRP3, z NLRP3PYD ali z NLRP3PYD-DmrD 10 h stimulirali s kombinacijo 
LPS (100 ng/mL) in doksiciklina (a,b), nato pa še s 40-minutno aktivacijo s 5 µM nigericinom (a). c – Shematski prikaz 
konstruktov. d – S prenosom Western določeno izražanje konstruktov NLRP3PYD z različnimi oligomerizacijskimi domenami 
ob stimulaciji z 0, 0,5 ali 5 µg/mL doksiciklina. Lise okoli 17 kDa ustrezajo velikosti monomera NLRP3PYD. e – Mobilnost 
konstruktov NLRP3PYD z različnimi oligomerizacijskimi domenami po stimulaciji z 0,5 µg/mL doksiciklina, kot smo jo določili 
z nativno poliakrilamidno gelsko elektroforezo. Puščica nakazuje položaj monomera NLRP3PYD. Predpostavljena 
oligomerizacijska stopnja, molekulska masa in izoelektrična točka konstruktov, določene s programom ProtParam: NLRP3PYD 
(monomer, 12,9 kDa, pI= 4,85), NLRP3PYD-Foldon (trimer, 15,2 kDa, pI=5,05), NLRP3PYD-APH (dimer, 16,9, pI=4,99), 
NLRP3PYD-Di (15,6, pI=5,42). Vse eksperimente smo ponovili vsaj dvakrat (a-e), povprečne vrednosti in standardni odkloni 
temeljijo na izračunih za vsaj dve tehnični ponovitvi (a,b).   
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Upoštevajoč velikost in naboj posamičnih konstruktov smo ocenili, da NLRP3PYD-Di pretežno 
obstaja v obliki dimera, NLRP3PYD-APH pa v obliki dimera in monomera (slika 21e).  
 
Zadostnost dimerizacije smo nadalje preverili s spremljanjem  aktivacije celic, ki so izražale 
konstrukte z NLRP3PYD-Di, pri katerih je bilo zaradi filamentne oblike paralelnih obvitih 
vijačnic CC-Di manj možnosti za sterično oviranje nukleacije PYD. Kljub ustreznem izražanju 
NLRP3PYD-Di (slika 21d) tudi pri teh celicah po dodatku doksiciklina nismo opazili 
konstitutivnega izločanja IL-1β ali LDH kot znanilca piroptoze (slika 22a,b). Odsotnost odziva 
bi lahko bila tudi posledica morebitne napačne orientacije domen NLRP3PYD v oligomeru. Da 
bi preverili to možnost, smo testirali še aktivacijo celičnih linij, ki so izražale proteinske 
konstrukte NLRP3PYD-APH, pri katerih je dimerizacija temeljila na obvitih vijačnicah APH, ki 
se povezujejo antiparalelno. Ker tudi v tem primeru nismo zaznali sproščanja IL-1β, smo 
zaključili, da v nasprotju z nekaterimi objavami137 dimerno stanje NLRP3PYD ni zadostno za 
aktivacijo inflamasoma NLRP3. 
 
4.2.3 Trimerizacija NLRP3PYD sproži robustno konstitutivno aktivacijo IL-1β  
V nadaljevanju nas je zanimalo, ali bo morda za aktivacijo inflamasoma NLRP3 zadostovala 
trimerizacija NLRP3PYD. V ta namen smo pripravili celično linijo s konstruktom NLRP3PYD-
Foldon, pri katerem je bila domena NLRP3PYD povezana s trimerizacijsko domeno foldon. Po 
dodatku doksiciklina smo pri teh celicah opazili robustno konstitutivno izločanje tako LDH 
(slika 22a) kot IL-1β (slika 22b). Foldon je v teh konstruktih nadomeščal vlogo 
oligomerizacijske domene NACHT. Ker pa gre pri oligomerizaciji  domene foldon za razliko 
od NLRP3 za konstitutivno, od aktivatorja neodvisno oligomerizacijo, smo se odločili 
primerjati dinamiko njune oligomerizacije, in sicer s spremljanjem IL-1β ob naraščujočih 
koncentracijah doksiciklina. Ugotovili smo, da je imela dinamika izločanja IL-1β tako pri 
divjem tipu NLRP3 kot tudi pri konstruktu NLRP3PYD-Foldon značilnosti digitalnega odziva 
po principu vse ali nič (slika 22c,d). Iz slike 22c,d je razvidno, da je količina izločenega IL-1β 
začela skokovito naraščati pri določeni koncentraciji doksiciklina, kar nakazuje, da je tako za 
konstitutivno trimerizacijo s foldonom kot tudi za oligomerizacijo z domeno NACHT z 
aktivatorjem potrebno, da je v celici dosežena določena pražna koncentracija izraženega 
konstrukta, preden lahko oligomerizacija poteče.  
 
Medtem ko je bilo treba pri divjem tipu NLRP3 izražene proteine predtem še aktivirati z 
dodatkom nigericina (da se je izpostavila njihova oligomerizacijska domena) (slika 22d), je bila 
trimerizacija NLRP3PYD-Foldon po pričakovanjih neodvisna od aktivatorja, saj je bil že po 
inkubaciji z doksiciklinom dosežen maksimalni citokinski odziv, ki ga dodatek nigericina ni 
bistveno ojačal (slika 22c). Z uporabo konstrukta NLRP3PYD-Foldon smo namreč zaobšli 
senzorsko funkcijo NLRP3. Ker foldon trimerizira konstitutivno, je bila za sprožitev njegove 
oligomerizacije (trimerizacije) dovolj že zadostna koncentracija izraženega konstrukta. Tak 
digitalni odziv je značilen za multiproteinske signalne komplekse, kjer je za oligomerizacijo 
senzorskih proteinov potrebno preseči neko pražno količino njihove aktivirane oblike42. 
Smiselno je predpostavljati, da gre pri tem za varnostni mehanizem, ki onemogoča sprožitev 
močnega vnetnega odziva zaradi manjših nihanj v okolju. Naši rezultati nakazujejo, da je ob 
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pogojih dosežene pražne koncentracije dovolj že trimerizacija domen PYD, da se sproži 
maksimalna aktivacija nadaljnih procesov, ki vodijo do sproščanja IL-1β. 
 
4.2.4 Aktivacija NLRP3PYD-Foldon je odvisna od kaspaze-1 
Da bi nadalje primerjali aktivacijo inflamasoma NLRP3 med NLRP3PYD-Foldonom in divjim 
tipom NLRP3, smo testirali odvisnost aktivacije celic s konstruktom NLRP3PYD-Foldon od 
kaspaze-1, tvorbo inflamasomskih kompleksov in sposobnost sprožanja piroptoze, procesov, ki 
v signalni poti inflamasoma NLRP3 nastopijo po oligomerizaciji. Po stimulaciji v prisotnosti 
kaspaznega inhibitorja smo pri celicah s konstruktom NLRP3PYD-Foldon podobno kot pri 
divjem tipu NLRP3 opazili zmanjšano izločanje IL-1β, kar nakazuje na pričakovano kaspazno 
odvisnost aktivacije celic s konstruktom NLRP3PYD-Foldon (slika 23b). Ob aktivaciji celic s  
konstruktom NLRP3PYD-Foldon v prisotnosti inhibitorja MCC950 pa nismo opazili spremembe 
v izločanju citokinov (slika 23a), kar je nakazovalo, da se tarča tega inhibitorja nahaja v 
oligomerizacijski domeni ali višje v signalni poti. Pred kratkim so z identifikacijo vezavnega 
mesta MCC950 v regiji NBD to tudi potrdili85,86. 
 
 
Slika 22: Trimerizacija NLRP3PYD sproži robustno aktivacijo IL-1β in piroptozo. a,b – Koncentracija IL-1β in LDH, 
določena s s testoma ELISA in LDH v supernatantu navedenih celičnih linij, potem ko smo jih 10 h stimulirali s kombinacijo 
LPS 100 ng/mL in 0,005-5 µg/mL doksiciklina. c,d – Koncentracija IL-1β v supernatantu celic NLRP3PYD-Foldon (c) in 
NLRP3 (d) s testom ELISA, potem ko smo jih 10 h stimulirali s kombinacijo 100 ng/mL LPS in naraščujočimi koncentracijami 
doksiciklina  (kumulativa, sivi stolpci) in po nadaljni 40-minutni stimulaciji s 5 µM nigericinom (črni stolpci) ali medijem (beli 
stolpci). Eksperimente smo vsaj dvakrat ponovili, povprečne vrednosti in standardni odkloni pa temeljijo na vsaj dveh tehničnih 
ponovitvah. 
 
 
  
0
.0
5
0
.5 5
0
.0
5
0
.5 5
0
.0
5
0
.5 5
0
.0
5
0
.5 5
0
.0
5
0
.5 5
0
5
10
15
N
o
rm
a
li
z
ir
a
n
a
k
o
lič
in
a
 L
D
H
 (
%
)
0
.0
5
0
.5 5
0
.0
5
0
.5 5
0
.0
5
0
.5 5
0
.0
5
0
.5 5
0
.0
5
0
.5 5
0
1000
2000
3000
4000
IL
-1

 (
p
g
/m
l)
a b
DOX (μg/mL)
EMPTY
VECTOR
NLRP3PYD
- FOLDON
NLRP3PYD
- APH
NLRP3PYD
- Di
NLRP3PYD
0
0
.0
0
1
0
.0
0
5
0
.0
1
0
.0
5
0
.1
0
.5 1 5 0
0
.0
0
1
0
.0
0
5
0
.0
1
0
.0
5
0
.1
0
.5 1 5 0
0
.0
0
1
0
.0
0
5
0
.0
1
0
.0
5
0
.1
0
.5 1 5
0
2000
4000
6000
8000
IL
-1

 (
p
g
/m
L
)
DOX 
(μg/mL)
c
Kumulativa Gojišče Nigericin
0
0
.0
0
1
0
.0
0
5
0
.0
1
0
.0
5
0
.1
0
.5 1 5 0
0
.0
0
1
0
.0
0
5
0
.0
1
0
.0
5
0
.1
0
.5 1 5 0
0
.0
0
1
0
.0
0
5
0
.0
1
0
.0
5
0
.1
0
.5 1 5
0
500
1000
1500
IL
-1

 (
p
g
/m
L
)
d
DOX 
(μg/mL)
Gojišče NigericinKumulativa
WT NLRP3NLRP3
PYD-FOLDON
DOX (μg/mL)
EMPTY
VECTOR
NLRP3PYD
- FOLDON
NLRP3PYD
- APH
NLRP3PYD
- Di
NLRP3PYD
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
55 
 
 
Slika 23: Konstitutivna aktivacija NLRP3PYD-Foldon je odvisna od kaspaze-1 in poteka v odsotnosti velikih oligomerov 
ASC. a,b – S testom LDH in ELISA določene koncentracije LDH in IL-1β v supernatantih celičnih linij s konstruktom 
NLRP3PYD-FOLDON in divjim tipom NLRP3, stimuliranim s 5 μM nigericinom v prisotnosti MCC950 (a) in Z-YVAD-FMK 
(b), ki sta bila dodana bodisi pred 10-urno stimulacijo s 100 ng/mL LPS in 0,1 µg/mL DOX (NLRP3PYD-Foldon) ali po 6 h 
stimulacije z LPS in pred dodatkom nigericina (NLRP3). c – Detekcija oligomerov imunofluorescenčno označenega proteina 
ASC s konfokalno mikroskopijo po prekonočni aktivaciji celic s 100 ng/mL LPS in 0,1 µg/mL doksiciklina, nato pa 40-minutni 
stimulaciji s 5 µM nigericinom (WT NLRP3) ali z medijem brez stimulatorjev (NLRP3PYD-Foldon) v prisotnosti kaspaznega 
inhibitorja. Celice smo fiksirali in obarvali z imunocitokemijskimi tehnikami: ASC (AF488, zeleno), jedra (DAPI, modro) in 
citoskelet (CruzFluor647-phalloidin, rdeče). Puščice označujejo oligomere ASC. Skala = 50 µm. Povprečne vrednosti in 
standardni odkloni temeljijo na izračunih za vsaj dve tehnični ponovitvi, vse eksperimente pa smo dvakrat ponovili. 
 
4.2.5 NLRP3PYD-Foldon po aktivaciji ne tvori običajnih inflamasomskih kompleksov, a 
sproži piroptotično smrt 
Ko smo analizirali oligomerizacijo ASC oz. tvorbo inflamasomskih kompleksov, jih pri celicah 
s konstruktom NLRP3PYD-Foldon za razliko od divjega tipa NLRP3 presenetljivo ni bilo moč 
opaziti (slika 23c). Ker smo uporabljali kaspazni inhibitor, odsotnost kompleksov ni bila 
posledica njihove morebitne sprostitve ali razgradnje ob piroptozi. Celice s konstruktom 
NLRP3PYD-Foldon so za razliko od celičnih linij z dimerizacijskimi domenami po dodatku 
doksiciklina poleg citokinov izločale tudi LDH, ki se sprošča ob piroptozi (slika 22a). Za 
piroptozo tvorba velikega inflamasomskega kompleksa ni potrebna96. V skladu s tem 
predpostavljamo, da je trimerizacija sicer zadostna za aktivacijo zorjenja IL-1β, vendar se pri 
tako majhni stopnji oligomerizacije morda tvorijo tudi manjši inflamasomski kompleksi, ki so 
pod mejo ločljivosti konfokalne mikroskopije. Za tvorbo velikega inflamasomskega kompleksa 
pa je morda potrebna oligomerizacija višje stopnje. 
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V tej raziskavi, ki smo jo objavili leta 2017 v reviji BBRC124, smo vzpostavili sistem za 
raziskovanje molekularnih mehanizmov sestave inflamasoma NLRP3 v fiziološko relevantni 
liniji, s pomočjo katerega smo ugotovili, da je za robustno aktivacijo citokinov IL-1β in 
piroptoze preko kaspaze-1 potrebno, da se stvori iniciacijsko jedro vsaj treh interakcijskih 
domen NLRP3PYD. Iz tega lahko sklepamo, da je za aktivacijo inflamasoma NLRP3 zadostna 
že oligomerizacija NLRP3 v trimer, kar bi nakazovalo na izjemno občutljiv zaznavni sistem, 
pri katerem že majhna količina aktivatorskih molekul lahko sproži silen citokinski odziv IL-1β. 
Kljub robustnemu citokinskemu odzivu pa se trimerizacija NLRP3PYD ne odraža v tvorbi 
velikega inflamasomskega kompleksa.  
 
4.3 Struktura in organizacija proteinov znotraj inflamasomskega kompleksa NLRP3 
 
4.3.1 Priprava celičnih linij za vizualizacijo inflamasomskega kompleksa s superresolucijsko 
mikroskopijo 
Strukturo in razporeditev proteinov znotraj inflamasomskega kompleksa smo v sodelovanju s 
sodelavci iz Univerze v Bielefeldu osvetlili z uporabo strukturirane osvetlitvene mikroskopije 
3D SIM, katere princip delovanja je na kratko opisan v poglavju Materiali in metode. V ta 
namen smo z retroviralno transdukcijo pripravili več stabilnih celičnih linij imortaliziranih 
mišjih makrofagov iz kostnega mozga, ki so izražale proteine NLRP3 in ASC v fuziji z 
različnimi fluorescenčnimi proteini (Skylan-S, GFP in tagRFP). Da bi pogoje tvorbe 
inflamasomskega kompleksa v teh celicah čimbolj približali fiziološkim, je bilo izražanje 
NLRP3 v teh linijah tako kot v prejšnjih poglavjih inducibilno, medtem ko se je ASC izražal 
konstitutivno. Pri vseh linijah smo s testi ELISA potrdili aktivnost inflamasoma NLRP3 (slika 
24), s konfokalno mikroskopijo pa sposobnost tvorbe kompleksov in njihovo fluorescenco. 
Vizualizacijo inflamasomskih kompleksov smo nato izvedli s strukturirano osvetlitveno 
mikroskopijo 3D SIM, ki spada med tehnike t.i. superresolucijske mikroskopije. Pričakovali 
smo, da bomo po aktivaciji lahko vizualizirali lokalizacijo NLRP3 in ASC v kontekstu 
stvorjenega inflamasomskega kompleksa.  
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Slika 24: Aktivacija inflamasoma NLRP3 pri celičnih linijah, ki so izražale konstrukte NLRP3-SkylanS, NLRP3-
tagRFP in ASC-GFP ter NLRP3-SkylanS in ASC-tagRFP. Graf predstavlja koncentracije IL-1β, določene s testom ELISA, 
potem ko smo celice 9 h stimulirali s kombinacijo 100 ng/mL LPS in 0,5 μg/mL doksiciklina, nato pa 30 min aktivirali z 10 
μM nigericinom. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne deviacije vsaj dveh tehničnih ponovitev. Eksperimente smo 
dvakrat neodvisno ponovili. 
Sušjan P.  Mehanizmi aktivacije in inhibicije inflamasoma NLRP3. Doktorska disertacija.                                               
   Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020                                                                                             
  
57 
 
4.3.2 Oligomerizirani proteini ASC tvorijo visoko zamreženo strukturo z gosto sredico 
Najprej smo vizualizirali prostorsko organizacijo adapterskega proteina ASC. V ta namen smo 
uporabili celični liniji, ki izražata ASC v fuziji s fluorescenčnima proteinoma tagRFP ali GFP. 
Obe liniji smo predaktivirali z LPS, nato pa jih v prisotnosti inhibitorja kaspaze-1 stimulirali z 
nigericinom. Z uporabo kaspaznega inhibitorja  smo preprečili piroptotično smrt celic, ki bi 
lahko oteževala vizualizacijo. V živih celicah smo nato s pomočjo mikroskopije s širokim 
poljem (angl. Wide-field microscopy) in strukturirane osvetlitvene mikroskopije 3D SIM 
vizualizirali inflamasomske komplekse, ki so imeli razvejano strukturo z gosto sredico (slika 
25a,b). Razvejana struktura je bila opažena tako pri ASC-tagRFP kot ASC-GFP. Slike 
prikazujejo projekcijo z oz. projekcijo iz združenih posameznih ravninskih projekcij kompleksa 
v z-osi (angl. z projection). Celična linija ASC-GFP se je izkazala za primernejšo, saj je ob 
stimulaciji tvorila velike komplekse, katerih strukturo je bilo lažje rekonstruirati. Raziskovalci 
z Univerze v Bielefeldu so lahko na osnovi ravninskih projekcij naredili 3D-model (slika 25c). 
Povprečna debelina filamentov je bila 100 nm. Da bi izključili možnost, da je opažena struktura 
posledica artefaktov fluorescenčnih proteinov, smo v stimuliranih celicah z ASC-GFP ASC 
označili tudi z zanj specifičnim protitelesom antiASC-AF633, ki je imel konjugirano barvilo z 
drugačno ekscitacijsko valovno dolžino (slika 25d). Ker sta se projekciji z fluorescence GFP in 
AF633 ujemali (z izjemo goste sredice, kamor protitelesa verjetno ne prodrejo), smo zaključili, 
da fluorescenčni proteini dobro opišejo arhitekturo proteinov ASC v kompleksu. Glede na to, 
da je protein ASC najobsežnejša gradbena komponenta inflamasoma in ima na njegovo obliko 
največji vpliv, smo sklepali, da je vizualizirana struktura proteina ASC v kompleksu dobra 
reprezentacija strukture zunanjega ogrodja inflamasomskega kompleksa NLRP3. 
 
Slika 25: Struktura oligomeriziranih proteinov ASC-GFP in ASC-tagRFP v kompleksu. Detekcija fluorescenčnih 
proteinov tagRFP in GFP v fuziji s proteinom ASC z dekonvolucijsko mikroskopijo s širokim poljem (a) in mikroskopijo 3D 
SIM (b). Celični liniji z ASC-GFP in z ASC-tagRFP smo preko noči stimulirali z 100 ng/mL LPS; nato pa 30 min z 10 μM 
nigericinom v prisotnosti kaspaznega inhibitorja. c – Slika 3D modela oligomera ASC-tagRFP in ASC-GFP ob jedru (rumeno 
ali rdeče). Celice smo po stimulaciji fiksirali in jedra obarvali z barvilom DAPI (rumeno, rdeče). 3D model je bil ustvarjen na 
podlagi projekcij v posamezni ravnini s programom Imaris. d – 3 D SIM projekcija z kompleksa ASC-GFP v celicah, ki smo 
jih po stimulaciji fiksirali in obarvali s protitelesi antiASC-AF633. Vizualizacija in modeli s programom Imaris: dr Gabriel 
Wang. 
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4.3.3 Oligomer NLRP3 se nahaja v središču kompleksa  
V nadaljevanju smo skušali osvetliti, kako so v strukturo, ki jo tvorijo oligomerizirani proteini 
ASC, vpeti senzorski proteini NLRP3 in molekule kaspaze-1. Za vizualizacijo prostorske 
organizacije med NLRP3 in ASC smo najprej uporabili celično linijo, ki je inducibilno izražala 
NLRP3 v fuziji s fluorescenčnim proteinom Skylan-S, konstitutivno pa ASC-tagRFP. 
Vizualizacija kompleksov s superresolucijsko mikroskopijo v fiksiranih celicah je razkrila, da 
se NLRP3 nahaja v središču oligomeriziranega ogrodja ASC (slika 26a). Pri oligomeru NLRP3-
SkylanS nismo opazili razvejane strukture, smo pa v njegovi sredini opazili luknjo (slika 27), 
kar ustreza obstoječem modelu, pri katerem oligomeriziran NLRP3 tvori obroč. Pri vizualizaciji 
NLRP3-SkylanS smo se spopadali z visoko stopnjo bledenja SkylanS, ki je bilo dodatno 
problematično zaradi majhnosti oligomera NLRP3 znotraj kompleksa. Prav tako pa je bilo 
zaradi majhnosti oligomera bolj izrazito presevanje fluorescence konstrukta ASC-tagRFP v 
kanal SkylanS, zaradi česar smo pogosto opazili navidezno kolokalizacijo NLRP3 in ASC. Da 
bi rešili te probleme, smo ustvarili celično linijo, ki je NLRP3 izražala v fuziji z drugim 
fluorescenčnim proteinom tagRFP, ASC pa v fuziji z GFP. S to linijo smo rešili problem 
svetlobne kontaminacije in bledenja, vendar je bil kljub temu NLRP3-tagRFP v najboljšem 
primeru še vedno viden le kot majhna točka oz. občasno več točk znotraj kompleksa (slika 26b).  
 
 
Slika 26: Lokacija NLRP3 znotraj kompleksa. a – Detekcija NLRP3-SkylanS in imunofluorescenčno označenega proteina 
ASC z mikroskopijo 3D SIM. Imortalizirane mišje makrofage NLRP3-/- z NLRP3-SkylanS (zeleno) smo preko noči stimulirali 
s 100 ng/mL LPS in 0,5 μg/mL doksiciklina, nato pa 1 h z 10 μM nigericinom v prisotnosti kaspaznega inhibitorja. Celice smo 
fiksirali in jih imunofluorescentno obarvali s protitelesom antiASC-AF633 (rdeče). b – Detekcija ASC-GFP in NLRP3-tagRFP 
z mikroskopijo 3D SIM. Imortalizirane mišje makrofage divjega tipa z ASC-GFP in NLRP3-tagRFP smo stimulirali kot pri 
(a), nato pa jih pred vizualizacijo fiksirali. Skala = 1 μm. 3D SIM vizualizacija: dr Gabriel Wang. 
NLRP3-SkylanS ASC-AF633
Prekrita slika
(v eni ravnini)
Prekrita slika
(projekcija z)
NLRP3-tagRFPASC-GFP
a
b
Prekrita slika
(v eni ravnini)
Prekrita slika
(projekcija z)
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Na podlagi teh opazovanj smo zaključili, da je NLRP3 prisoten v središču kompleksa, iz 
katerega se razrašča oligomeriziran ASC in da po vsej verjetnosti tvori izjemno majhen 
oligomer. Opozoriti sicer velja, da le na podlagi intenzitete fluorescence dveh proteinov pri 3D 
SIM zaradi različnih intenzitet laserjev ne moremo delati zanesljivih zaključkov o njuni 
relativni velikosti. Ker smo občasno opazili več točk znotraj kompleksa v isti ravnini, ne 
moremo izključiti, da ni v kompleksu morda prisotnih več iniciacijskih oligomerov NLRP3. Za 
podrobnejše razkrivanje strukture NLRP3 superresolucijska mikroskopija ni primerna, saj 
vizualizacija oligomera NLRP3 glede na njegovo majhno velikost verjetno spada že v domeno 
elektronske mikroskopije.  
 
Slika 27: Struktura NLRP3 znotraj kompleksa. Slika prikazuje detekcijo oligomera NLRP3-SkylanS v več ravninah z 
mikroskopijo 3D SIM. Imortalizirane mišje makrofage NLRP3-/- z NLRP3-SkylanS (zeleno) smo preko noči stimulirali s 100 
ng/mL LPS in 0,5 μg/mL doksiciklina, nato pa 1 h z 10 μM nigericinom v prisotnosti kaspaznega inhibitorja. Levo je prikazana 
z projekcija, na desni pa posamezne ravninske projekcije, z namenom boljše vizualizacije luknje v sredini oligomera.  
 
V nadaljevanju smo želeli osvetliti tudi prostorsko organizacijo med ASC in aktivno kaspazo-
1. Pri imunofluorescenčnem barvanju ASC s protitelesi, konjugiranimi z barvilom AF647 in 
kaspaze-1 z reagentom FAM-Flica smo opazili, da je aktivna kaspaza-1 vezana na 
inflamasomski kompleks, in sicer v njegovi notranjosti (slika 28a), kar je v nasprotju s trenutno 
predpostavljenim modelom, ki predvideva odcepitev aktivne kaspaze-1. Je pa v skladu z 
izsledki raziskav, ki so aktivno kaspazo-1 s superresolucijskimi tehnikami lokalizirale v 
notranjosti označenih endogenih inflamasomskih kompleksov po okužbi s Salmonello 
Typhimurium138 in na podlagi tega predlagale, da aktivne podenote kaspaze-1 ostajajo vezane 
na kompleks98. Eksperiment smo ponovili tudi s spremljanjem aktivne kaspaze-1 v celicah, ki 
so izražale ASC-tagRFP, saj se protitelesa proti ASC pri eksperimentu na sliki 28a morda težko 
vežejo v gosto sredico kompleksa. Tudi tu je bila aktivna kaspaza-1 vezana na kompleks, vendar 
je bila tokrat razporejena po vsem kompleksu ASC (slika 28b). Za dokončno potrditev lokacije 
aktivne kaspaze-1 na kompleksu, bo potrebno spremljati njeno lokacijo v različnih časovnih 
točkah.  
NLRP3-SkylanS Projekcije v posamezni ravnini
Projekcija z
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Slika 28: Lokacija kaspaze-1 znotraj kompleksa. a – Detekcija FAM-Flica in imunofluorescenčno označenega proteina ASC 
z mikroskopijo 3D SIM. Imortalizirane mišje makrofage divjega tipa smo preko noči stimulirali s 100 ng/mL LPS, nato pa 1 h 
s 10 μM nigericinom v prisotnosti kaspaznega inhibitorja FAM-Flica (zeleno). Celice smo nato fiksirali in imunofluorescentno 
obarvali s protitelesom antiASC-AF647 (rdeče). b – Detekcija FAM-Flica in tagRFP-ASC z mikroskopijo 3D SIM. Celice z 
ASC-tagRFP v imortaliziranih mišjih makrofagih NLRP3-/- (vijolično) smo preko noči stimulirali s 100 ng/mL LPS, nato pa 
30 min z 10 μM nigericinom v prisotnosti kaspaznega inhibitorja FAM-Flica (zeleno). Celice smo nato fiksirali. Skala = 1μm. 
3D SIM vizualizacija: dr Gabriel Wang. 
 
4.3.4  Kompleks se zgoščuje z zamreženjem filamentov, pri čemer ima pomembno vlogo 
domena ASCCARD 
Mehanizem kondenzacije ASCPYD filamentov v kompakten kompleks preko interakcij CARD-
CARD ostaja neznan, z izjemo teoretične predpostavke, po kateri naj bi domena ASCCARD 
filamente ASCPYD kondenzirala bodisi preko dimerizacije posamičnih ASCCARD iz sosednjih 
filamentov bodisi s homooligomerizacijo ASCCARD v mrežo, ki bi povezovala različne 
filamente96. Naša predhodna vizualizacija makromolekularne strukture kompleksa pri visoki 
ločljivosti je res razkrila zamreženo strukturo (slika 25). V nadaljevanju smo skušali 
mehanizem kondenzacije filamentov vizualizirati s spremljanjem tvorbe kompleksa v živih 
celicah v realnem času po dodatku aktivatorja. Pri tem nas je oviralo dejstvo, da po iniciaciji 
tvorba kompleksa poteče izjemno hitro in da se po stimulaciji kompleks inflamasoma NLRP3 
ne stvori v vseh celicah. Prav tako je bilo težko ujeti ravnino, kjer se stvori kompleks. Iz teh 
razlogov je tvorbo kompleksa v živih celicah izjemno težko ujeti v začetnih fazah, kar bomo v 
prihodnje skušali rešiti z uvedbo svetlobno inducibilne aktivacije. 
 
Posamezne stopnje kondenzacije smo zato najprej skušali spremljati z eksperimentom, kjer smo 
celice z ASC-GFP stimulirali z nigericinom, nato pa jih v različnih časovnih intervalih fiksirali 
z dodatkom paraformaldehida (slika 29a). Tako pripravljene vzorce smo analizirali z 
mikroskopijo 3D SIM. Pričakovali smo, da bomo tako lahko opazili spremembe v velikosti in 
strukturi kompleksa. Čeprav smo na podlagi merjenja največjega premera kompleksov lahko 
pokazali naraščanje velikosti kompleksa v času (slika 29b), je konkretnejšo strukturno analizo 
kompleksov ovirala velika strukturna heterogenost kompleksov pri posamičnih točkah. To bi 
bila lahko posledica nesinhronosti celic v celičnem ciklu, saj aktivacija inflamasoma NLRP3 
FAM-Flica ASC-AF647 Prekrita slika FAM-Flica ASC-tagRFP Prekrita slika
a b
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na primer ne poteka med mitozo73. Po večkratnem ponavljanju stimulacije živih celic na 
mikroskopu smo nekajkrat le uspeli ujeti ravnino nastajajočega inflamasomskega kompleksa. 
Iz projekcij njegove rasti v času je razvidno podaljševanje filamentov (slika 29c, rdeče puščice) 
in brstenje ter izraščanje stranskih filamentov (slika 29c, rumena puščica). V brstih je pred 
nastankom novega filamenta moč opaziti povišano lokalno intenziteto fluorescence ASC-GFP, 
ki po podaljševanju stranskega filamenta pojenja. Da bi razvejanje lahko grafično ponazorili, 
smo projekcije posamičnih ravnin pri različnih časovnih točkah segmentirali, jih pretvorili v 
projekcijo, ki je prikazovala skelet strukture z debelino 1 piksla, nato pa z analizo skeleta 
določili število razvejišč (slika 29d,e). Ugotovili smo, da se skladno z naraščujočo razvejanostjo 
s časom povečuje število razvejišč, vej in koncev filamentov, dokler ne doseže platoja, ko v 
celici verjetno zmanjka monomerov ASC (slika 29f) .  
 
H kondenzaciji kompleksa ASC največ prispeva domena ASCCARD96. Če je razvejanje 
filamentov mehanizem nastanka končnega, kompaktnega kompleksa, bi se morala odsotnost 
domene CARD pri proteinu ASC, odražati v izrazito manj razvejani strukturi. To smo preverili 
z analizo razvejanosti kompleksov pri celični liniji z ASCPYD-GFP. Te celice so po 
pričakovanjih tvorile filamente, ki se niso združevali v kompleks (slika 30a). Da bi ugotovili, 
ali so filamenti razvejani manj kot pri ASC-GFP, smo pri projekcijah oligomerov ASCPYD-GFP 
in ASC-GFP v posameznih ravninah po segmentaciji in analizi skeleta določili število razvejišč 
filamentov. Analiza je pokazala, da so imeli filamenti ASCPYD-GFP približno trikrat manj 
razvejišč kot ASC-GFP (slika 30b), kar nakazuje, da ima domena ASCCARD tako kot pri 
kondenzaciji kompleksa vlogo tudi pri razvejanju filamentov. Ker je bil v obeh celičnih linijah 
uporabljen GFP, to tudi izključuje možnost, da je opaženo razvejanje artefakt fluorescenčnega 
proteina.  
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Slika 29: Spremljanje tvorbe inflamasomskega kompleksa ASC-GFP. a – Shema eksperimenta z ustavljanjem tvorbe 
kompleksa v imortaliziranih mišjih makrofagih divjega tipa z ASC-GFP. V navedenih časovnih razmakih smo z dodatkom 
PFA fiksirali celice, ki smo jih predhodno stimulirali z 10 μM nigericinom po prekonočni inkubaciji s 100 ng/mL LPS. Podani 
so primeri projekcij oligomerov ASC pri posameznih časovnih točkah z mikroskopijo 3D SIM. Zeleno je označen ASC-GFP, 
modro so označena jedra (DAPI). b – Povprečni največji premer kompleksa ASC-GFP, določen z analizo mikroskopskih slik 
3D SIM pri različnih časovnih točkah eksperimenta pri a. Povprečja in standardni odkloni so izračunani na podlagi meritev 18 
kompleksov. c,d – Spremljanje podaljševanja in razvejanja filamentov ASC-GFP v realnem času na živih celicah z 
mikroskopijo 3D SIM. Celice smo predaktivirali s 100 ng/mL LPS preko noči, nato pa po dodatku 10 nigericina snemali 
formirajoče se oligomere ASC-GFP. S puščicami so pri c označeni primeri razvejišč s povečano intenziteto fluorescence 
(rumeno), podaljševanje filamentov (rdeče) in občasna razvejišča z več vejami (zeleno). Označen je čas od začetka spremljanja 
fluorescence. e – Postopek obdelave 3D SIM projekcij iz eksperimenta (d) s slikovnim programom ImageJ. Obdelane so bile 
posamične ravninske projekcije, zaradi lažje ponazoritve pa kažemo maksimalno projekcijo. f – Celokupno število koncev 
filamentov, razvejišč in vej v oligomeru ASC-GFP v času, določeno s slikovno obdelavo pri e. Vizualizacija: Dr. Gabriel Wang. 
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Slika 30: Primerjava razvejanosti oligomerov pri ASCPYD-GFP in ASC-GFP. a – Detekcija oligomerov ASCPYD-GFP z 
mikroskopijo 3D SIM. Imortalizirane mišje makrofage divjega tipa z ASCPYD-GFP in ASC-GFP smo preko noči stimulirali s 
100 ng/mL LPS, nato pa 30 min z 10 μM nigericinom. Skala = 10 μm. b – Delež različnih komponent filamentov na 3D SIM 
mikroskopskih slikah oligomerov ASC pri navedenih celičnih linijah. Slike smo obdelali in analizirali kot pri sliki 29f v končni 
točki (400 s), nato pa določili število pikslov, ki zaobsegajo posamične komponente filamentov (veje, razvejišča in konce 
filamentov). 
  
4.4 Inhibicija inflamasoma NLRP3 z načrtovanimi peptidnimi inhibitorji 
 
4.4.1 Načrtovanje peptidnih inhibitorjev 
 
Z namenom inhibicije inflamasoma NLRP3 smo želeli načrtovati peptidne inhibitorje, ki bi 
ovirali interakcije v procesu povezovanja proteinov NLRP3, ASC in pro-kaspaza-1 v 
inflamasomski kompleks. Na podlagi kristalnih struktur in točkovno-mutacijskih študij, ki so 
identificirale interakcijske regije med proteinskimi partnerji znotraj inflamasomskega 
kompleksa, smo kot potencialne modulatorje aktivacije inflamasoma NLRP3 izbrali kratke 
segmente iz interakcijskih domen PYD, CARD in NACHT proteinov NLRP3 in ASC. 
Pričakovali smo, da se bodo izbrani peptidni segmenti, z miristinsko skupino opremljeni za 
transport skozi celično membrano139, vezali na interakcijske partnerje proteinov, iz katerih 
izhajajo in tako motili interakcije med njimi (slika 35a). Izbira peptidnih inhibitorjev je 
podrobno opisana v mojem magistrskem delu114, na kratko pa je njihova izbira pojasnjena v 
nadaljevanju. Izbrali smo dve skupini peptidnih segmentov: 
 
 Peptidi iz interakcijskih domen PYD in CARD proteinov NLRP3 in ASC 
Prvo skupino inhibitorjev smo izbrali iz aminokislinskih segmentov, za katere so točkovno-
mutacijske in kristalografske študije pokazale, da so ključni za interakcije. Predpostavili smo, 
da bodo ti peptidi motili interakcije PYD-PYD med NLRP3 in ASC ter interakcije CARD-
CARD med ASC in pro-kaspazo-1.  
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 Peptidi iz oligomerizacijske regije NACHT proteina NLRP3 
Drugo skupino inhibitorjev smo izbrali iz segmentov oligomerizacijske domene NACHT, kjer 
se nahajajo ATP vezavni motivi, ki so ključni za aktivnost NLRP3 ter iz segmentov, kjer se pri 
bolnikih s kriopirinom povezanimi periodičnimi vročinskimi sindromi pojavljajo patološke 
točkovne mutacije. Predpostavili smo, da bi lahko ti peptidi ovirali homooligomerizacijo 
molekul NLRP3.  
 
Prvi peptidni inhibitor, peptid NLRP3PYD/H2-H3, je bil načrtovan iz vijačnic H2-H3 kristalne 
strukture domene NLRP3PYD mišjega proteina NLRP3, saj je v tem segmentu domene PYD, ki 
je bila v strukturi prisotna kot dimer, prišlo do interakcije med monomeroma (slika 31a, slika 
32a)140. Čeprav domene NLRP3PYD v fizioloških pogojih ne oligomerizirajo med seboj, bi 
dimerizacija pod nefiziološkimi kristalizacijskimi pogoji lahko nakazovala na vpletenost teh 
segmentov v medproteinske interakcije. Na pomembnost segmenta H2-H3 je opozorila tudi 
študija, kjer je bila z mutacijo aminokislinskih ostankov iz tega para vijačnic (K23 in R43), 
onemogočena vezava NLRP3 in ASC45.  
 
Peptid ASCPYD/H2-H3 smo izbrali iz pozitivno nabitih vijačnic H2 in H3 domene PYD (slika 
31b,c slika 32a), ki tvorita interakcijsko površino 1, v kateri naj bi se ASC povezoval z 
NLRP395. Točkovne mutacije nekaterih aminokislinskih ostankov v teh regijah (K21, K26, 
R41) so zajezile citokinski odziv, podaljševanje filamenta in vezavo z receptorjem96. 
Pričakovali smo, da se bo ta peptid vezal na domeno PYD receptorja NLRP3 in inhibiral vezavo 
ASCPYD na njegovo nukleacijsko jedro.  
 
Za razliko od domene ASCPYD so pri domeni ASCCARD manjša nabita področja enakomerno 
posejana po celi površini domene, kar poveča število možnih interakcijskih regij141. Sorodnosti 
smo tako iskali na primeru senzorskega proteina APAF-1, ki je udeležen v sestavljanje 
apoptosoma in ki tudi vsebuje domeno CARD. Na podlagi podobnosti med sestavljanjem 
inflamasoma in apoptosoma (v obeh primerih pomembno vlogo igrajo interakcije CARD-
CARD) in na podlagi člankov, ki so pokazali, da izolirani kratki segmenti iz domene APAF-
1CARD v visokih koncentracijah inhibirajo apoptozo142, smo iz homolognih predelov izbrali 
peptid ASCCARD/H2-H3 in predpostavili, da bo z vezavo na domeno CARD pro-kaspaze-1 
inhibiral njeno vezavo v kompleks (slika 31d, slika 32b). 
 
Iz segmentov oligomerizacijske domene NACHT, kjer se nahajajo pomembni motivi za vezavo 
ATP, so bili izbrani peptidi NLRP3WalkerA, NLRP3Sens1 in NLRP3WalkerB (slika 33). Ti peptidi 
vsebujejo enega izmed motivov Walker A ali Sens1 (udeležena v vezavo γ-fosfatne skupine) 
ali Walker B (veže Mg2+ ion, pomemben za hidrolizo ATP). Peptidi NLRP3(250-265), NLRP3(427-
447) in NLRP3(560-593) pa so bili izbrani iz predelov, umeščenih med ATP vezavne motive, kjer 
so žarišča mutacij143 (slika 33), ki se odražajo v v konstitutivno aktiviranemu proteinu NLRP3, 
značilnim za s kriopirinom povezane vročinske periodične sindrome. Patološke posledice teh 
mutacij nakazujejo, da so te regije pomembno vpletene v konfomacijske spremembe ob 
aktivaciji NLRP3. Lokacija izbranih peptidov na modelni terciarni strukturi NLRP3 v aktivni 
in neaktivni obliki je predstavljena na sliki 34, modeli NLRP3 pa temeljijo na znanih strukturah 
homolognih proteinskih senzorjev. 
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Slika 31: Strukture interakcijskih domen PYD in CARD z označenimi izbranimi peptidnimi segmenti. a – Dimer 
NLRP3PYD na podlagi strukture PDB ID: 3QF2 z izbranim segmentom NLRP3PYD/H2-H3, označenim z zeleno. b – ASC na 
podlagi strukture PDB ID: 2KN6 z izbranima segmentoma ASCPYD/H2-H3 in ASCCARD/H2-H3 označenima s turkizno in vijolično. 
c – Struktura filamenta ASCPYD na podlagi PDB ID: 3J63 (humani) in PDB ID: 2N1F (mišji), pri katerih je ASCPYD/H2-H3 
označen z zeleno. d – Struktura filamenta ASCCARD na podlagi PDB ID: 6N1H, kjer je ASCCARD/H2-H3 označen z vijolično. 
 
 
 
 
Slika 32: Poravnave zaporedij interakcijskih domen PYD in CARD. a – Poravnave aminokislinskih zaporedij domen PYD 
pri mišjih in humanih proteinih NLRP3, ASC, AIM2 in POP z označenima izbranima peptidnima segmentoma NLRP3PYD/H2-
H3 v modrem in ASCPYD/H2-H3 v rdečem. b – Poravnave aminokislinskih zaporedij domen CARD pri mišjih in humanih proteinih 
NLRC4, kaspaza-1, ASC in COP z označenim izbranim peptidnim segmentom ASCCARD/H2-H3 v rdečem. 
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Slika 33: Poravnava humanega in mišjega zaporedja domene NLRP3NACHT z označenimi izbranimi peptidnimi 
segmenti. Poravnava je bila narejena s pomočjo programa Clustal Omega. Mesta točkovnih aminokislinskih mutacij pri 
sindromih kriopirinopatij so označena z modro pri humani sekvenci. Izbrani peptidni segmenti pa so označeni s sivo pri mišji 
sekvenci. Nad sekvencami so z različnimi barvami označeni ATP vezavni motivi, in sicer Walker A (roza), Walker B (zeleno), 
Sensor1 (rumeno), PhhCW (sivo), WH-His (črno).  
 
 
 
 
Slika 34: Homologni modeli strukture mišjega NLRP3 z označeno lokacijo izbranih peptidnih segmentov. Modeli so 
osnovani na strukturi neaktivne (a) in aktivne (d) oblike NLRC4, neaktivne oblike NLRC2 (b) in delno aktivne oblike NEK7-
NLRP3 (c). Modeli so bili narejeni s pomočjo programa I-TASSER. Peptidni segment NLRP3WalkerA je obarvan modro, 
NLRP3(250-265) roza, NLRP3 WalkerB rdeče, NLRP3Sens1 črno, NLRP3(427-447) zeleno in NLRP3(560-593) svetlo modro. Homologni 
modeli: dr. Iva Hafner Bratkovič. 
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4.4.2 Načrtovani peptidi iz regij PYD, CARD in NACHT inhibirajo sproščanje IL-1β  
V nadaljevanju smo najprej identificirali peptide, ki so modulirali aktivacijo inflamasoma 
NLRP3 na stopnji zorenja IL-1β kot proces, ki poteče najkasneje v inflamasomski signalni poti 
(slika 35a). V ta namen smo imortalizirane makrofage predaktivirali z LPS, nato pa stimulirali 
inflamasom NLRP3 z nanodelci silicijevega dioksida (nanoSiO2) v prisotnosti načrtovanih 
peptidov. V primerjavi s stimuliranimi kontrolnimi celicami, ki niso bile izpostavljene 
peptidom, so celice, izpostavljene peptidom iz domen PYD in CARD (ASCPYD/H2-H3, 
ASCCARD/H2-H3 in NLRP3PYD/H2-H3), v odziv na nanodelce silike izločale manj IL-1β (slika 35b). 
Peptidi so sproščanje IL-1β inhibirali v koncentracijski odvisnosti. Izmed peptidov iz domene 
NLRP3NACHT sta sproščanje IL-1β inhibirala peptida NLRP3WalkerB in NLRP3Sens1, medtem ko 
preostali peptidi iz predelov z ATP vezavnimi motivi (NLRP3WalkerA) in peptidi iz predelov, ki 
so žarišča za patološke mutacije (NLRP3(250-265), NLRP3(427-447) in NLRP3(560-593)) niso 
modulirali aktivacije inflamasoma NLRP3. Inflamasom NLRP3 lahko aktivira množica 
morfološko in kemijsko različnih molekul. Ugotovili smo, da so peptidi, ki so inhibirali 
aktivacijo z nanodelci silike (ASCCARD/H2-H3, NLRP3PYD/H2-H3 and ASCPYD/H2-H3, NLRP3WalkerB 
and NLRP3Sens1), inhibitorno delovali tudi v primeru stimulacije z zunajceličnim ATP (slika 
36a). Pri vseh eksperimentih DMSO v uporabljenih količinah ni inhibiral sproščanja IL-1β, 
prav tako opažena inhibicija ni bila posledica toksičnosti peptidov, saj izpostavljenost peptidom 
ni vplivala na metabolno aktivnost celic (slika 36b). Na podlagi teh rezultatov smo izmed 
načrtovanih peptidov identificirali pet peptidov, ki so v koncentracijski odvisnosti inhibirali 
izločanje IL-1β.  
 
4.4.3 Peptidni inhibitorji učinkovito zavirajo konstitutivno aktivacijo inflamasoma NLRP3 
Poleg različnih eksogenih molekulskih sprožilcev je lahko aktivacija inflamasoma NLRP3 tudi 
posledica patoloških točkovnih mutacij znotraj domene NLRP3NACHT, ki sprožijo konstitutivno 
aktivacijo senzorskega proteina NLRP3 in se odražajo v s kriopirinom povezanih periodičnih 
vročinskih sindromih (CAPS). Da bi testirali učinkovitost peptidov pod pogoji tovrstne 
aktivacije, smo vzpostavili in vitro model CAPS, kjer smo imortaliziranim makrofagom z 
izbitim genom za NLRP3 vnesli različico tega gena s patološko mutacijo NLRP3R258W ali 
NLRP3T346M. Izražanje teh genov je bilo v tem sistemu odvisno od prisotnosti doksiciklina. Ti 
dve celični liniji smo inkubirali z reprezentativnimi peptidi iz domen PYD (NLRP3PYD/H2-H3, 
ASCPYD/H2-H3) in NACHT (NLRP3WalkerB), nato pa v njih z dodatkom doksiciklina izzvali 
izražanje patoloških mutant NLRP3. Vsi testirani peptidi so učinkovito inhibirali izločanje IL-
1β v odziv na oba konstitutivno aktivna mutirana tipa NLRP3 (slika 36c), kar kaže na 
obetavnost peptidnih inhibitorjev tudi pri patologijah s konstitutivno aktivacijo inflamasoma 
NLRP3. 
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Slika 35: Peptidi iz interakcijskih regij PYD, CARD in NACHT proteinov NLRP3 in ASC inhibirajo izločanje IL-1β iz 
linije makrofagov. a – Shematska predstavitev ključnih interakcij znotraj inflamasomskega kompleksa NLRP3 s seznamom 
načrtovanih peptidnih modulatorjev. b – S testom ELISA določene koncentracije IL-1β v supernatantih imortaliziranih mišjih 
makrofagov iz kostnega mozga, potem ko smo jih 6 h predaktivirali s 100 ng/mL LPS, jim za 30 min dodali peptidne inhibitorje 
(1, 5, 10, 20, 40 μM) ali DMSO v ekvivalentnem volumnu, kot je bil uporabljen pri najvišji koncentraciji peptida, nato pa jih 
4 h aktivirali z 200 μg/mL nanoSiO2. Koncentracije IL-1β smo normalizirali na kontrolno skupino, ki je bila stimulirana v 
odsotnosti peptidnih modulatorjev in je predstavljala 100% stimulacijo. Kažemo normalizirane povprečne vrednosti in 
standardnih odklonov vsaj dveh tehničnih ponovitev. Eksperiment smo trikrat neodvisno ponovili.  
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Slika 36: Peptidi inhibirajo aktivacijo inflamasoma NLRP3 s topnimi aktivatorji in konstitutivno aktiven inflamasom 
NLRP3. a – S testom ELISA določene koncentracije IL-1β, sproščenega iz imortaliziranih mišjih makrofagov iz kostnega 
mozga, potem ko smo jih 6 h predaktivirali s 100 ng/mL LPS, jim za 30 min dodali peptidne inhibitorje (10, 20, 30, v spodnji 
vrstici tudi 40 μM) ali DMSO v ekvivalentnem volumnu, kot je bil uporabljen pri najvišji koncentraciji peptida, nato pa jih 4 
h aktivirali z 200 μg/mL nanoSiO2. b – S testom XTT določena metabolna aktivnost imortaliziranih mišjih makrofagov iz 
kostnega mozga po tretiranju celic z 1, 5, 10, 20, 30, 40 μM peptidi ali DMSO v ekvivalentnem volumnu, kot je bil uporabljen 
pri najvišji koncentraciji peptida. Koncentracije pri a smo normalizirali na kontrolno skupino, ki je bila stimulirana v odsotnosti 
peptidnih modulatorjev in je predstavljala 100% stimulacijo (a) pri b pa na nestimulirano kontrolno skupino, ki je predstavljala 
100% metabolno aktivnost (b). Kažemo normalizirane povprečne vrednosti in standardne deviacije vsaj dveh tehničnih 
ponovitev. c – S testom ELISA določene koncentracije IL-1β, sproščenega iz imortaliziranih mišjih makrofagov iz kostnega 
mozga z mutacijami, povezanimi s kriopirinopatijami, potem ko smo jih 30 min tretirali s peptidnimi modulatorji (20, 40 μM), 
nato pa 9 h stimulirali s kombinacijo 100 ng/mL LPS in 0,6 μg/mL doksiciklina. Kažemo povprečne vrednosti in standardne 
deviacije vsaj dveh tehničnih ponovitev. a,b,c – Eksperimente smo dvakrat neodvisno ponovili. 
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4.4.4 Peptidni inhibitorji zavirajo aktivacijo kaspaze-1 
Vpliv peptidnih inhibitorjev na aktivacijo kaspaze-1 smo ugotavljali tako, da smo v makrofagih 
v prisotnosti peptidnih inhibitorjev ASCCARD/H2-H3, NLRP3PYD/H2-H3,ASCPYD/H2-H3, 
NLRP3WalkerB in NLRP3Sens1 aktivirali inflamasom NLRP3 in količino aktivne kaspaze-1 
določili s fluorescenčnim peptidnim inhibitorjem FAM-FLICA, ki specifično veže aktivno 
kaspazo-1. Opazili smo, da je prisotnost peptidnih inhibitorjev znižala raven aktivne kaspaze-1 
(slika 37a). Procesiranje kaspaze-1 v prisotnosti peptidnih inhibitorjev smo detektirali tudi na 
ravni proteinov, in sicer z detekcijo podenote p20 cepljene kaspaze-1 (slika 37b), pri čemer smo 
je v supernatantu celic, stimuliranih v prisotnosti peptidnih inhibitorjev ASCPYD/H2-H3 in 
NLRP3Sens1 detektirali signifikantno manj, medtem ko peptidi niso imeli učinka na količino 
pro-kaspaze-1 v lizatu stimuliranih celic (slika 37b). Kaspaza-1 poleg cepitve gasdermina D 
aktivira tudi piroptotično smrt. Da bi preverili, ali lahko peptidni inhibitorji zajezijo z 
inflamasomom NLRP3 povezano piroptozo, smo nato spremljali cepitev gasdermina D. 
Nedavna raziskava je pokazala, da celična smrt po stimulaciji s partikularnimi aktivatorji ne 
poteka preko inflamasoma NLRP3 in je neodvisna od gasdermina D144, zato smo za stimulacijo 
uporabili nigericin. Skladno z opaženo inhibicijo kaspaze-1 smo v lizatu celic, stimuliranih z 
nigericinom v prisotnosti peptidnih inhibitorjev, določili zmanjšano raven N-terminalne 
domene gasdermina D (slika 37c), medtem ko je bila količina necepljene oblike gasdermina D 
rahlo povečana. Ti rezultati kažejo, da imajo peptidni inhibitorji poleg inhibicije na stopnji 
citokinov zaviralni učinek tudi na kaspazo-1 in z njo povezano piroptotično celično smrt.  
 
4.4.5. Peptidni inhibitorji zavirajo tvorbo inflamasomskega kompleksa 
Za peptidne inhibitorje smo predpostavili, da bodo inhibirali tudi tvorbo inflamasomskega 
kompleksa. Pri raziskovanju slednjega smo se poslužili imunofluorescenčnega označevanja 
večinskih gradnikov kompleksa – proteinov ASC. Celice smo po stimulaciji z nanodelci SiO2 
v prisotnosti peptidnih inhibitorjev fiksirali, permeabilizirali in blokirali, nato pa inkubirali s 
primarnimi protitelesi, specifičnimi za protein ASC, in sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi 
z fluoroforjem. Vizualizacija tako pripravljenih celic s konfokalno mikroskopijo je pokazala, 
da so vsi na stopnji IL-1β identificirani inhibitorji (NLRP3WalkerB, NLRP3Sens1, NLRP3PYD/H2-
H3, ASCPYD/H2-H3in ASCCARD/H2-H3) motili tvorbo inflamasomskega kompleksa, saj so imele 
celice, tretirane z njimi celokupno manj oligomerov proteina ASC kot tiste s polno aktiviranim 
inflamasomom NLRP3 (slika 38a,b). Po pričakovanjih peptidni inhibitorji, ki že na stopnji 
izločanja IL-1β niso imeli zaviralnega učinka, tudi niso vplivali na oligomerizacijo proteina 
ASC (slika 38a,b).  
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Slika 37: Peptidni inhibitorji znižajo aktivacijo kaspaze-1 in oligomerizacijo ASC. a – Količina aktivne kaspaze-1, 
določena s pretočno citometrijo ob uporabi reagenta FAM-FLICA. Imortalizirane mišje makrofage iz kostnega mozga smo 30 
min tretirali s 30 μM peptidi ali DMSO (v ekvivalentnem volumnu, kot je bil uporabljen pri najvišji koncentraciji peptida), 
nato pa jih za 2,5 h dodali 100 ng/mL LPS in 5 μM nigericina. Eksperiment je bil neodvisno ponovljen dvakrat. b, c – Detekcija 
kaspaze-1 (b) in gasdermina D (c) s prenosom Western, potem ko smo imortalizirane mišje makrofage iz kostnega mozga preko 
noči aktivirali s 500 ng/mL PAM3CSK4, jih 30 min tretirali s 40 μM peptidi ali DMSO (v ekvivalentnem volumnu, kot je bil 
uporabljen pri najvišji koncentraciji peptida), nato pa 4 h stimulirali s 190 ng/mL nanoSiO2. V celičnih lizatih smo detektirali 
pro-kaspazo-1 (b) in celo obliko gasdermina D (c), v supernatantih pa kaspazo-1 (b) in N-terminalno obliko gasdermina D (c). 
Oba prenosa Western sta plod 2 neodvisno ponovljenih eksperimentov.  
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Slika 38: Identificirani peptidni inhibitorji zavirajo oligomerizacijo ASC v inflamasomske komplekse. a, b – Detekcija 
oligomerov imunofluorescentno obarvanega proteina ASC s konfokalno mikroskopijo v imortaliziranih mišjih makrofagih iz 
kostnega mozga, ki smo jih 6h predaktivirali s 100 ng/mL LPS in jih za 30 min izpostavili 40 μM peptideom ali DMSO (v 
ekvivalentnem volumnu, kot je bil uporabljen pri najvišji koncentraciji peptida) pred dodatkom 190 ng/mL nanoSiO2 za 4h. 
Celice smo nato fiksirali, permeabilizirali in imunofluorescenčno označili s protitelesi proti ASC, konjugiranimi z barvilom 
AlexaFluor488 (zeleno) in z barvilom DAPI, ki obarva jedra (modro). Kažemo reprezentativne slike (a) in povprečna razmerja 
med številom kompleksov in številom jeder s standardnim odklonom (b). Izračuni temeljijo na kvantifikaciji vsaj 6 slik 
konfokalne mikroskopije za vsak pogoj (b). Mikroskopskim slikam (a) smo v programu ImageJ izboljšali kontrast in svetlost. 
Eksperiment smo dvakrat neodvisno ponovili. Skala = 30 µm (a). 
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4.4.6 Vpliv peptidnih inhibitorjev na signalno pot NF-κB  
Po identifikaciji peptidov NLRP3PYD/H2-H3, ASCCARD/H2-H3, ASCPYD/H2-H3, NLRP3WalkerB in 
NLRP3Sens1 kot modulatorjev inflamasoma NLRP3, ki inhibitorno delujejo na sproščanje 
citokinov, aktivacijo kaspaze-1 in tvorbo inflamasomskega kompleksa, smo se posvetili 
vprašanju selektivnosti njihove inhibicije. Najprej nas je zanimalo, ali peptidi vplivajo na 
signalno pot NF-κB, ki zagotavlja prvi signal za aktivacijo inflamasoma NLRP3. Ker gre za 
osrednjo signalno os vnetnega odziva, ki predstavlja stičišče prenosa signala preko številnih 
receptorjev, je zaželjeno, da imajo inhibitorji inflamasoma NLRP3 nanjo minimalen vpliv. Pri 
in vitro poskusih smo vseskozi našo raziskavo z eksperimentalnimi pogoji teoretično 
zagotavljali, da so bili kakršnikoli učinki peptidnih inhibitorjev posledica njihovega vpliva na 
drugi signal aktivacije inflamasoma NLRP3 in ne na prvi signal. S peptidnimi inhibitorji smo 
namreč celice konsistentno tretirali šele po predaktivaciji poti NF-κB z LPS (aktivatorjem 
receptorja TLR4). V in vivo pogojih je tovrstno sosledje signalov težko zagotoviti. Da bi ocenili, 
kakšen vpliv imajo peptidni inhibitorji na signalno pot NF-κB, smo se poslužili linije 
makrofagov RAWBlue, ki pod NF-κB/AP-1 promotorjem izražajo alkalno fosfatazo (SEAP). 
Celice smo predinkubirali s peptidnimi inhibitorji, nato pa jih aktivirali z LPS. Supernatanti, ki 
smo jim dodali substrat in jim pomerili absorbanco pri 630 nm, so razkrili, da izmed peptidnih 
inhibitorjev le ASCPYD/H2-H3 ni imel vpliva na NF-κB (slika 39a-c). Peptid NLRP3WalkerB je  
močno inhibiral pot NF-κB (slika 39a – desno), medtem ko so jo peptidi ASCCARD/H2-H3, 
NLRP3PYD/H2-H3, NLRP3Sens1 (slika 39a) inhibirali le pri najvišjih koncentracijah. Preostali 
peptidi, ki niso imeli inhibitornega učinka na izločanje IL-1β, tudi niso vplivali na pot NF-κB 
(slika 39b). 
 
Opaženi inhibitorni vpliv na prvi signal aktivacije inflamasoma NLRP3 bi bil lahko posledica 
nevtralizacije LPS z bazičnimi peptidi. Da bi preverili to možnost, smo NF-κB v prisotnosti 
peptidov aktivirali z (s stališča naboja) bolj nevtralnim aktivatorjem TLR1/2 – PAM3CSK4. 
Peptidni inhibitorji NLRP3WalkerB ASCCARD/H2-H3, NLRP3PYD/H2-H3 in NLRP3Sens1 so po 
aktivaciji s tem aktivatorjem izkazovali manj inhibitorni učinek na pot NF-κB (slika 39d). Kljub 
temu so peptidni inhibitorji ohranili inhibitorni potencial na sproščanje IL-1β v okviru drugega 
signala aktivacije, ko smo PAM3CSK4 uporabili za predaktivacijo inflamasoma NLRP3 pred 
dodatkom peptidnih inhibitorjev in stimulatorja (slika 39c).  
 
Komercialni kit za izvedbo testa ELISA, ki smo ga skozi celotno raziskavo uporabljali za 
detekcijo IL-1β, po navedbah proizvajalca ne razlikuje med zrelo in prekurzorsko obliko 
citokina IL-1β. Z namenom potrditi, da peptidni inhibitorji vplivajo na izločanje zrele oblike 
IL-1β in ne na izražanje pro-IL-1β, smo procesiranje IL-1β analizirali tudi na ravni proteinov. 
V supernatantu s PAM3CSK4 predaktiviranih celic, ki smo jih z nanodelci SiO2 stimulirali v 
prisotnosti peptidnih inhibitorjev ASCPYD/H2-H3 in NLRP3Sens1, smo zasledili zmanjšano raven 
zrele oblike IL-1β, medtem ko peptidi niso imeli vpliva na količino neprocesirane oblike pro-
IL-1β v lizatu celic (slika 39e). Ti rezultati kažejo, da je zmanjšano izločanje IL-1β primarno 
posledica delovanja peptidnih inhibitorjev na stopnji drugega signala aktivacije inflamasoma 
NLRP3 oz. po aktivaciji signalne poti NF-κB.  
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Slika 39: Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 ne vpliva na NF-κB signalno pot. a – Povprečne absorbance SEAP (A630) pri 
testu QuantiBlue, potem ko smo celice RAWBlue 30 min tretirali s peptidnimi inhibitorji (5, 10, 15, 30 μM – a, levo; 1, 5, 10, 
20, 40 μM – a, desno; 1, 5, 10, 20, 40 μM – b; 1, 5, 10, 20, 40 μM – c) ali DMSO, nato pa jih preko noči aktivirali z 50 ng/mL 
LPS (a, b) oz. 16 h s 100 ng/mL PAM3CSK4 (c). d – S testom ELISA določene koncentracije IL-1β v supernatantih 
imortaliziranih mišjih makrofagov iz kostnega mozga, potem ko smo jih 6 h predaktivirali s 1 μg/mL PAM3CSK4, jim 30 min 
pred aktivacijo dodali peptidne inhibitorje (5, 20, 40 μM) ali DMSO, nato pa jih 1 h aktivirali s 5 mM ATP. e – Detekcija IL-
1β s prenosom Western, potem ko smo imortalizirane mišje makrofage iz kostnega mozga preko noči predaktivirali z 200 
ng/mL PAM3CSK4. Po menjavi medija smo celice tretirali z 20 ali 40 µM peptidnimi inhibitorji ASCPYD/H2-H3 in NLRP3Sens1 
ali z DMSO. Celice smo nato 3 h stimulirali z nanoSiO2. V celičnem lizatu smo detektirali pro-IL-1β in β-aktin (nanašalna 
kontrola), v supernatantu pa IL-1β. a-e – DMSO smo uporabljali v ekvivalentnem volumnu, kot je bil uporabljen pri najvišji 
koncentraciji peptida. Povprečne vrednosti in standardni odkloni so izračunani na podlagi vsaj dveh tehničnih ponovitev (a-d), 
vrednosti so normalizirane glede na vrednosti kontrole, stimulirane v odsotnosti peptidnih inhibitorjev, rezultati pa so bili 
dvakrat neodvisno ponovljeni (a-e).  
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4.4.7 Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 selektivno inhibira NLRP3 inflamasom 
Poleg vpliva na signalno pot NF-κB nas je zanimalo tudi, ali imajo peptidni inhibitorji zaviralen 
učinek tudi na druge inflamasome, kot sta inflamasom NLRC4 in AIM2. V supernatantu celic 
aktiviranih bodisi s flagelinom bodisi s sintetičnimi fragmenti dvoverižne DNA (PolydA:dT) 
smo v prisotnosti peptidnih inhibitorjev ASCCARD/H2-H3, NLRP3PYD/H2-H3, NLRP3WalkerB in 
NLRP3Sens1 zabeležili signifikantno znižano raven IL-1β, medtem ko peptid ASCPYD/H2-H3  
nanjo ni imel inhibitornega vpliva (slika 40a,c). Medtem ko smo pri peptidu ASCCARD/H2-H3 
neselektivno inhibicijo pričakovali, saj so interakcije CARD-CARD, ki jih najverjetneje ovira, 
skupne vsem inflamasomom, so nas rezultati pri drugih peptidnih inhibitorjih presenetili. Pri 
nobenem izmed peptidnih inhibitorjev, ki izvirajo iz NLRP3 (NLRP3PYD/H2-H3, NLRP3WalkerB, 
NLRP3Sens1) namreč nismo opazili selektivne inhibicije NLRP3, čeprav smo jo glede na izvor 
peptidov pričakovali. Ti rezultati bi lahko nakazovali na določeno mero ohranjenosti 
aminokislinskih ostankov v interakcijskih regijah NLRP3, NLRC4 in AIM2 ali pa medsebojno 
sodelovanje teh receptorjev. V študiji so na primeru aktivacije inflamasoma NLRP3 s 
Salmonello Typhimurium pokazali, da lahko NLRC4 in NLRP3 kolokalizirata znotraj istega 
kompleksa138. V tem primeru bi lahko peptidi teoretično zavirali vključitev NLRP3 v takšen 
kompleks in na tak način navidezno neselektivno inhibirali sproščanje IL-1β v odziv na flagelin. 
Da bi izključili to možnost, smo stimulacijo s flagelinom v prisotnosti peptidnih inhibitorjev 
ponovili na celicah z izbitim genom za NLRP3 (NLRP3-/-), a tudi v tem primeru so peptidni 
inhibitorji ASCCARD/H2-H3, NLRP3PYD/H2-H3, NLRP3WalkerB in NLRP3Sens1 z izjemo ASCPYD/H2-
H3 močno inhibirali izločanje IL-1β (slika 40b). 
 
Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 kot edini izmed peptidnih inhibitorjev ni izkazoval vpliva na 
inflamasoma NLRC4 in AIM2 (slika 40a-c). Da bi potrdili odvisnost inhibitornega vpliva tega 
peptida od njegovega aminokislinskega zaporedja, smo načrtovali peptid iz istih 
aminokislinskih ostankov, ki gradijo ASCPYD/H2-H3, le v premešanem zaporedju (slika 40d). Ker 
pri tretmaju celic s takšnim peptidom po stimulaciji inflamasoma NLRP3 nismo opazili 
inhibiranega izločanja IL-1β, smo zaključili, da inhibitorni učinek ASCPYD/H2-H3 specifično 
pogojuje njegovo aminokislinsko zaporedje. Selektivna inhibicija s tem peptidom nas je sprva 
presenetila, saj peptid izhaja iz interakcijske regije na domeni ASCPYD, ki je vpletena v 
interakcijo s senzorskim proteinom in v kateri ASCPYD oligomerizira z drugimi domenami 
ASCPYD v filament. Ker je oligomerizacija proteina ASC v večji ali manjši meri prisotna pri 
vseh treh testiranih tipih inflamasomov, selektivne inhibicije peptidov iz regije ASCPYD za 
protein NLRP3 nismo pričakovali.  
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Slika 40: Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 selektivno inhibira NLRP3 inflamasom. a – Koncentracije IL-1β, sproščenega iz 
imortaliziranih mišjih makrofagov iz kostnega mozga, potem ko smo jih 6h predaktivirali s 100 ng/mL LPS, jim 30 min pred 
aktivacijo dodali peptidne inhibitorje (5, 10, 20, 40 μM) ali DMSO v ekvivalentnem volumnu, kot je bil uporabljen pri najvišji 
koncentraciji peptida, nato pa jih 4 h aktivirali z 1000 μg/mL mešanice flagelin Saty/DOTAP 1000 μg/mL. b – Koncentracije 
IL-1β, sproščenega iz imortaliziranih mišjih makrofagov iz kostnega mozga z izbitim genom za NLRP3, potem ko smo jih 6h 
predaktivirali s 100 ng/mL LPS, jim 30min pred aktivacijo dodali peptidne inhibitorje (5, 10, 20 μM) ali DMSO v 
ekvivalentnem volumnu, kot je bil uporabljen pri najvišji koncentraciji peptida, nato pa jih 4h aktivirali z 1000 μg/mL mešanice 
flagelin Saty/DOTAP 1000 μg/mL. c – Koncentracije IL-1β, sproščenega iz imortaliziranih mišjih makrofagov iz kostnega 
mozga, potem ko smo jih 6 h predaktivirali s 100 ng/mL LPS, jim 30min pred aktivacijo dodali peptidne inhibitorje  (10, 20, 
30, 40 μM) ali DMSO v ekvivalentnem volumnu, kot je bil uporabljen pri najvišji koncentraciji peptida, nato pa jih preko noči 
aktivirali z 1 μg/mL mešanice Poly(dA:dT)/Lipofectamin. e – Koncentracije IL-1β, sproščenega iz imortaliziranih mišjih 
makrofagov iz kostnega mozga, potem ko smo jih 6 h predaktivirali s 100 ng/mL LPS, jim 30 min pred aktivacijo dodali 
peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 ali njegovo različico s premešanim aminokislinskim zaporedjem (20, 40 μM) ali DMSO v 
ekvivalentnem volumnu, kot je bil uporabljen pri najvišji koncentraciji peptida, nato pa jih preko noči aktivirali s 300 μg/mL 
aluminijevih soli. a-d – Koncentracije IL-1β so bile določene s testom ELISA. Povprečne vrednosti in standardni odkloni so 
izračunani na podlagi najmanj dveh tehničnih ponovitev, vsi rezultati pa so bili neodvisno ponovljeni dvakrat.  
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4.4.8 Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 učinkovito zavira infiltracijo nevtrofilcev na mišjem 
modelu peritonitisa  
Na podlagi in vitro testiranj načrtovanih peptidnih inhibitorjev smo identificirali peptid 
ASCPYD/H2-H3, ki je selektivno inhibiral inflamasom NLRP3. Njegovo učinkovitost smo zato 
želeli testirati in vivo, na mišjem modelu peritonitisa, ki je odvisen od NLRP313,145. Mišim smo 
intraperitonealno vbrizgali ASCPYD/H2-H3, nato pa z dodatkom nanodelcev SiO2 stimulirali 
peritonitis (slika 41a). Mišim smo po humanem žrtovovanju odvzeli peritonealno tekočino, iz 
katere smo izolirali nevtrofilce, jih obarvali z barvilom, konjugiranim na protitelo, specifično 
za marker Gr-1+ in citometrično določili količino obarvanih celic. V peritonealni lavaži miši, 
predinkubiranih s peptidnim inhibitorjem ASCPYD/H2-H3, smo določili izrazito znižano raven 
nevtrofilcev (slika 41b). Ti rezultati nakazujejo, da je peptid ASCPYD/H2-H3 sposoben učinkovito 
inhibirati vnetni odziv tudi v in vivo pogojih. 
 
 
 
Slika 41: Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 učinkovito zavira peritonitis v mišjem modelu. a – Shematska ponazoritev in 
vivo eksperimenta na miših. b – Število nevtrofilcev (Gr+) v peritonealni lavaži tretiranih miši, določeno s pretočno citometrijo. 
Celice iz lavaže smo označili s protitelesi za mišji marker Gr, konjugiranimi z barvilom FITC, nato pa fluorescenco celic 
detektirali s pretočno citometrijo. Pri vseh grafih kažemo povprečne vrednosti in standardne odklone. Za oceno statistične 
pomembnosti smo uporabili dvostranski t-test za analizo neodvisnih vzorcev, pri čemer smo uporabili Welchev popravek. 
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4.5 Opremljanje načrtovanih peptidnih inhibitorjev za prehod krvno-možganske 
pregrade 
 
4.5.1 Načrtovanje nevrološko relevantnih peptidnih inhibitorjev 
Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3, ki je inhibiral izločanje citokinov IL-1β, aktivacijo kaspaze-1 
in tvorbo inflamasomskih kompleksov, hkrati pa ni inhibiral aktivacije drugih inflamasomov 
ali pomembnih signalnih poti, smo želeli prilagoditi za prehod krvno-možganske pregrade. V 
ta namen smo sekvenco ASCPYD/H2-H3 na N-terminalnem koncu podaljšali bodisi s sekvenco 
Angiopep-2 iz Kunitzove domene aprotinina122 (Angiopep2-ASCPYD/H2-H3-TMR) bodisi s 
sekvenco Antennapedia iz prepisovalnega dejavnika vinske mušice (Antennapedia-ASCPYD/H2-
H3-TMR). Za vizualizacijo lokacije peptidov smo na njihovem C-terminalnem koncu ob 
načrtovanju dodali tudi barvilo tetrametilrodamin (TMR). Kot kontrolo prehoda čez krvno-
možgansko pregrado smo načrtovali tudi peptid brez sekvence za prehod krvno-možganske 
pregrade (ASCPYD/H2-H3-TMR).  
 
4.5.2 Dodatek sekvence Angiopep-2 ne vpliva na inhibitorni potencial peptida ASCPYD/H2-H3 
in omogoča prehod celične membrane 
Najprej smo želeli preveriti ali načrtovani peptidni inhibitor Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 kljub 
podaljšku za prehod krvno-možganske pregrade ohrani inhibitorni potencial. V ta namen smo 
celice mikroglije divjega tipa predaktivirali z LPS, nato pa inkubirali z naraščajočimi 
koncentracijami peptidov Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 ali ASCPYD/H2-H3 v prisotnosti aluminijevih 
soli. Le-te aktivirajo inflamasom po enakem mehanizmu kot proteinski agregati pri 
nevrodegenerativnih boleznih. V primerjavi s kontrolnimi celicami, stimuliranimi v odsotnosti 
inhibitorjev, je Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 v koncentracijski odvisnosti inhibiral izločanje IL-1β, 
prav tako ni bilo razlik v inhibiciji IL-1β med Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 in ASCPYD/H2-H3 (slika 
42a). Zanimalo nas je tudi, ali je sekvenca Angiopep-2 ustrezna alternativa miristinski skupini. 
Nestimulirane celice mikroglije smo zato inkubirali z 20 μM peptidnim inhibitorjem 
Angiopep2-ASCPYD/H2-H3-TMR, jim obarvali jedra, nato pa jih vizualizirali s konfokalnim 
mikroskopom. Višjim koncentracijam peptida smo se pri vizualizaciji izogibali, saj je TMR 
povzročal agregacijo peptida. Opazili smo enakomerno lokalizacijo peptida v citosolu celic 
mikroglije (slika 42b). Ker bi lahko barvilo v celice prešlo tudi preko fagocitoze, smo 
eksperiment ponovili še na celicah HEK293, ki nimajo tako izrazite fagocitozne aktivnosti kot 
makrofagi in celice mikroglije. Tudi tam smo peptid lahko zaznali znotraj celic (slika 42c). Ti 
rezultati nakazujejo, da dodatek sekvence Angiopep-2 ne vpliva na inhibitorno sposobnost 
ASCPYD/H2-H3, hkrati pa omogoča učinkovit prehod celične membrane v različnih tipih celic.  
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Slika 42: Dodatek sekvence Angiopep-2 ne vpliva na inhibitorni potencial peptida ASCPYD/H2-H3 in omogoča prehod 
celične membrane. a – Koncentracija IL-1β s testom ELISA po 6-urni predaktivaciji imortaliziranih celic mikroglije divjega 
tipa s 100 ng/mL LPS, 30-minutni izpostavitvi peptidom (10, 20, 30, 40 μM) ali DMSO (v enaki koncentraciji kot pri najvišji 
uporabljeni koncentraciji peptida) in prekonočni aktivaciji s 300 μg/mL aluminijevih soli. Grafi prikazujejo povprečne 
vrednosti in standardne odklone vsaj dveh tehničnih ponovitev. Eksperiment smo izvedli v dveh neodvisnih ponovitvah. b,c –  
Detekcija Angiopep2-ASCPYD/H2-H3-TMR v imortaliziranih celic mikroglije divjega tipa (b) in HEK293 (c) s konfokalno 
mikroskopijo po 0,5 h inkubacije z 20 μM Angiopep2-ASCPYD/H2-H3-TMR (rdeče) in barvanju jeder z barvilom DAPI (modro). 
Skala = 50 μm. Eksperimente smo izvedli v dveh neodvisnih ponovitvah. 
 
4.5.3 Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 se veže na tarčno domeno NLRP3PYD   
Ker je ASCPYD/H2-H3 selektivno inhibiral inflamasom NLRP3, smo sklepali, da se preferenčno 
veže na domeno NLRP3PYD. Glede na to, da sta ASCPYD/H2-H3 in Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 
enako učinkovito inhibirala izločanje IL-1β, smo predpostavili, da se tudi Angiopep2-
ASCPYD/H2-H3 veže na NLRP3PYD in se odločili to interakcijo potrditi z metodo površinske 
plazmonske resonance. V ta namen smo s produkcijskim sevom  proizvedli His-tag-NLRP3PYD, 
ga očistili na koloni NiNTA, njegovo monomerno obliko pa izolirali s pomočjo gelske 
izključitvene kromatografije. Kromatogram po gelski izključitveni kromatografiji prikazuje 
vrh, ki ustreza monomerni obliki proteina (slika 43a), poliakrilamidna elektroforeza NLRP3PYD 
po izolaciji pa kaže, da je protein čist in brez razgradnjih produktov (slika 43b). Z meritvijo 
cirkularnega dikroizma smo določili krivuljo, karakteristično za α-vijačnico, kar nakazuje na  
ustrezno zvitost domene NLRP3PYD, ki je sestavljena iz 6 α-vijačnic (slika 43c). 
 
Po izolaciji smo NLRP3PYD preko značke Histag imobilizirali v vzorčno celico na senzorskem 
čipu NTA, medtem ko je referenčna celica kot kontrola nespecifične vezave na čip ostala 
prazna. Skozi obe celici smo nato spustili nosilni pufer s peptidom Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 v 
različnih koncentracijah (1-40 μM) nato pa zabeležili pozitivno razliko v odzivih pri vzorčni in 
referečni celici, ki jo prikazujejo senzorgrami na sliki 43d. Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 se je 
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specifično vezal na NLRP3PYD v mikromolarnih koncentracijah, pri katerih smo z eksperimenti 
na celicah tudi pokazali inhibitoren učinek na inflamasom NLRP3.  
 
Slika 43: Angiopep-2 ASCPYD/H2-H3 se veže na tarčno domeno NLRP3PYD. a – Kromatogram gelske izključitvene 
kromatografije konstrukta NLRP3PYD-Histag, izoliranega iz produkcijskega seva NiCo2 (DE3) po indukciji izražanja z IPTG. 
Označen je vrh, ki ustreza monomerni obliki. b – Slika gela s konstruktom NLRP3PYD-Histag po poliakrilamidni gelski 
elektroforezi in barvanju proteinov z reagentom Instant Blue. c – Spekter CD monomerne oblike NLRP3PYD-His-tag. d – 
Sensorgrami pri SPR, ki predstavljajo vezavo naraščujočih koncentracij analita Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 na ligand NLRP3PYD-
His-tag, ki je imobiliziran na čipu NTA. Vezava na ligand se kaže kot pozitivna razlika med signaloma vzorčne in referenčne 
celice po injiciranju analita. Eksperiment smo izvedli v vsaj dveh neodvisnih ponovitvah. 
 
4.5.4 ASCPYD/H2-H3 z dodanima sekvencama Angiopep-2 in Antennapedia je zmožen prehoda 
krvno-možganske pregrade 
V nadaljevanju smo želeli oceniti sposobnost domene Angiopep-2 za učinkovit prenos peptida 
ASCPYD/H2-H3 skozi krvno-možgansko pregrado in vivo in njegov retenzijski potencial. V ta 
namen smo mišim v različnih časovnih intervalih v repno veno vbrizgali po 0,3 μmol peptida 
Angiopep2-ASCPYD/H2-H3-TMR. Kot kontrolo prehoda smo nekaterim mišim injicirali tudi 
peptid ASCPYD/H2-H3-TMR brez sekvence za prehod krvno-možganske pregrade. Miši smo v 
različnih časovnih intervalih po dodatku peptidov (1 h in 3 h) žrtvovali, izolirali njihove 
notranje organe ter iz rezin organov pripravili histološke preparate. Na sliki 44 je prikazana 
fluorescenca TMR v histoloških preparatih organov miši, injiciranih z Angiopep2-ASCPYD/H2-
H3-TMR ali ASCPYD/H2-H3-TMR. Slednji je sodeč po šibki fluorescenci TMR po 1h le slabo 
prehajal v možgane (slika 44a), medtem ko smo ga kot posledica običajne farmakokinetične 
eliminacije iz sistema zaznali v ledvicah. Peptid Angiopep2-ASCPYD/H2-H3 pa je dobro prehajal 
v možgane, saj smo ga tam po 1 h preferenčno lokalizirali, medtem ko ga je bilo v ledvicah 
izrazito manj (slika 44a). Noben izmed peptidov se ni zadrževal v drugih organih. Medtem ko 
se je ASCPYD/H2-H3-TMR po 3 h že eliminiral iz telesa, smo Angiopep2-ASCPYD/H2-H3-TMR 
takrat lahko še zaznali v možganih, kar dodatno nakazuje na dober retenzijski potencial tega 
peptida (slika 44b). 
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Poleg Angiopep-2 smo na enak način ocenili tudi sposobnost alternativne sekvence 
Antennapedia za prehod krvno-možganske pregrade. Slika 45a prikazuje fluorescenco TMR v 
zgornjem delu hrbta miši, žrtvovanih 1 h ali 3 h po injiciranju 0,3 μmol peptida Antennapedia-
ASCPYD/H2-H3-TMR, kar bi lahko nakazovalo na lokalizacijo v osrednjem živčevju. To smo nato 
potrdili z analizo histoloških preparatov organov iz teh miši, pri čemer smo peptid 
Antennapedia-ASCPYD/H2-H3-TMR zaznali v možganih in ledvicah (slika 45b). Tudi ta peptid se 
v analiziranih časovnih intervalih ni zadrževal v nobenih drugih organih (slika 45b). 
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Slika 44: ASCPYD/H2-H3 z dodano sekvenco Angiopep-2 je zmožen prehoda krvno-možganske pregrade. Konfokalno 
mikroskopske slike histoloških preparatov organov, izoliranih iz miši 1 h (a) ali 3 h (b) po injiciranju 0,3 μmol peptida 
Angiopep2-ASCPYD/H2-H3-TMR (levo) ali ASCPYD/H2-H3-TMR (desno) na miš. Fluorescenca TMR je prikazana na črno-belem 
formatu. Skala = 250 μm. 
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Slika 45: ASCPYD/H2-H3 z dodano sekvenco Antennapedia je zmožen prehoda krvno-možganske pregrade. a – 
Fluorescenca TMR z optičnim sistemom IVIS® Lumina Series III v žrtvovanih miših po injekciji peptida Antennapedia-
ASCPYD/H2-H3-TMR ali DMSO z (desno) ali brez (levo) spektrov (angl. Spectral unmixing). Barvna lestvica kaže izkoristek 
sevanja (angl. Radiant efficiency) z enotami (p/sec/cm2/sr)/(μW/cm2). b – Konfokalno mikroskopske slike histoloških 
preparatov organov, izoliranih iz miši 1 h (zgoraj) ali 3 h (spodaj) po injiciranju 0,3 μmol peptida Antennapedia-ASCPYD/H2-H3-
TMR na miš. TMR fluorescenca je prikazana na črno-beli sliki. Skala = 250 μm. 
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5 RAZPRAVA 
 
5.1 Patološka vloga inflamasoma NLRP3   
Sposobnost odzivanja prirojene imunosti na telesu lastne molekule je tesno sklopljena z 
mehanizmi regeneracije tkiva. Eden izmed glavnih molekulskih regulatorjev avtoinflamatornih 
procesov je inflamasom NLRP3. Motnje v uravnavanju njegove aktivacije se odražajo v 
kroničnem vnetju, ki lahko sproži različna patološka stanja ali pa pomembno prispeva k 
njihovemu napredovanju. Z NLRP3 je tako povezana kopica različnih srčno-žilnih obolenj, 
nevrodegenerativnih bolezni, redkih genetskih sindromov in poklicnih bolezni. Trenutno 
klinično uporabljani terapevtiki so namenjeni predvsem zaviranju vnetnih učinkov citokina IL-
1β, kar pa je zaradi nespecifičnosti takšne terapije za inflamasom NLRP3 povezano s številnimi 
stranskimi učinki. Načrtovanje selektivnejših terapevtskih strategij močno ovira pomanjkljivo 
razumevanje molekularnega mehanizma aktivacije inflamasoma NLRP3, ki kljub intenzivnemu 
raziskovanju na tem področju in poznanih strukturah vseh inflamasomskih proteinov ostaja 
pretežno nepojasnjen. V tem doktorskem delu smo naslovili nekatera odprta vprašanja glede 
zgodnjih stopenj aktivacije NLRP3 in tvorbe inflamasomskega kompleksa, hkrati pa z 
načrtovanjem inhibitorjev, ki delujejo na različnih stopnjah aktivacije, razširili arzenal 
obstoječih inhibicijskih strategij, na katerih bi lahko osnovali učinkovite terapevtske pristope h 
kroničnemu vnetju, povezanemu s prekomerno aktivnostjo NLRP3.  
 
5.2 Osvetlitev vloge domene PYD pri uravnavanju aktivacije proteina NLRP3 
V prvem delu doktorske naloge smo želeli osvetliti večfunkcijsko vlogo interakcijske domene 
NLRP3PYD pri uravnavanju aktivacije proteina NLRP3. Vloga domene PYD je sodeč po 
obstoječi literaturi omejena na medproteinske interakcije med NLRP3 in ASC, njena morebitna 
vpletenost v znotrajmolekulske interakcije, udeležene v konformacijske spremembe ob 
aktivaciji NLRP3, pa je pogosto zanemarjena. Obstoječe strukture senzorskih proteinov 
domene PYD pogosto ne vsebujejo, zato primerjava njene lege v aktivni in neaktivni obliki 
NLRP3 ni mogoča. K raziskovanju morebitne vloge domene PYD pri znotrajmolekulskih 
interakcijah senzorskih proteinov so nas spodbudili naši predhodni izsledki, ki so pokazali, da 
je regija LRR, ki ima pri številnih receptorjih prirojene imunosti vlogo zaznavne ali pa 
avtoinhibitorne domene, za aktivacijo NLRP3 nepomembna79. 
 
Osvetljevanja vloge domene PYD smo se najprej lotili z načrtovanjem konstruktov NLRP3 brez 
PYD. Pri teh konstruktih po pričakovanjih nismo opazili citokinskega odziva, saj smo z delecijo 
domene PYD onemogočili povezovanje adapterskih proteinov ASC v kompleks in nadaljnji 
potek aktivacije inflamasoma NLRP3. Vendar pa odsotnost citokinskega odziva pri teh 
konstruktih še ne pomeni, da domena PYD ni vpletena v avtoinhibicijo NLRP3. Problem 
onemogočene interakcije z ASC smo zaobšli z zamenjavo domene NLRP3PYD z domeno CARD 
iz proteinov ASC ali NLRC4. Pričakovali smo, da se bodo na tak način ohranile interakcije, 
potrebne za tvorbo inflamasoma, porušila pa se bo morebitna funkcija, ki jo ima domena PYD 
pri znotrajmolekulskih interakcijah, ki protein NLRP3 vzdržujejo v neaktivnem stanju. Ob 
zamenjavi domen PYD z domenami CARD smo opazili izločanje IL-1β v odsotnosti 
aktivatorskih molekul, takšna konstitutivna aktivacija himernih konstruktov pa nakazuje, da 
domena PYD NLRP3 vzdržuje v avtoinhibiranem stanju. V skladu s tem je smiselno sklepati, 
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da se delecija domene PYD odraža v konstitutivni oligomerizaciji NLRP3 in tvorbi oligomerov 
NLRP3 brez nukleacijskega jedra iz domen PYD, kar bomo eksperimentalno naslovili v 
prihodnje. 
 
Konstitutivna aktivacija himernih konstruktov kaže tudi, da domena CARD nima vidnejše 
vloge pri stabilizaciji neaktivne oblike senzorskih proteinov v avtoinhibiranem stanju. To je v 
skladu s strukturno študijo NLRC4 v neaktivni obliki, kjer so NLRC4 brez domene CARD 
kristalizirali v neaktivni, monomerni obliki35. V celicah s konstitutivno aktivnimi himernimi 
konstrukti aktivacija vključuje adapterski protein ASC, kar potrjuje dejstvo, da celice tvorijo 
inflamasomske komplekse. Čeprav v manjšem obsegu, pa smo konstitutivno izločanje IL-1β 
zaznali tudi v celicah z izbitim genom za adapterski protein ASC. To nakazuje, da aktivacija 
vsaj delno poteka tudi preko direktne vezave pro-kaspaze-1 z domeno CARD. Fakultativna 
potreba po adapterju ASC, kjer se udeležba proteina ASC v aktivacijo zrcali v maksimalnem 
odzivu, a v določeni meri aktivacija lahko poteka tudi v njegovi odsotnosti, je značilna za 
aktivacijo inflamasoma NLRC4. Himerni konstrukti NLRP3, kjer je domena PYD zamenjana 
z domeno CARD, torej s stališča potrebe po adapterskem proteinu ASC prevzamejo aktivacijski 
fenotip inflamasoma NLRC4.  
 
Naši rezultati potrjujejo vlogo domene PYD pri stabilizaciji NLRP3 v neaktivnem stanju, za 
prihodnje raziskave pa odpirajo vprašanje mehanizma, ki domeni PYD avtoinhibicijo omogoča. 
Smiselno je predpostavljati, da se ob aktivaciji spremeni njena lega, in sicer tako, da se odmakne 
od oligomerizacijske domene NACHT in s tem omogoči homooligomerizacijo NLRP3. Temu 
bi lahko botroval širok nabor posttranslacijskih modifikacij, za katere so do sedaj pokazali, da 
prispevajo k uravnavanju aktivacije NLRP349. Čeprav nobena izmed teh modifikacij sama po 
sebi ne zadošča za aktivacijo NLRP3, bi lahko imele močan kombiniran vpliv. S stališča 
znotrajmolekulskih strukturnih premikov so zanimive predvsem modifikacije, ki povzročajo 
elektrostatske spremembe. Znotraj domene PYD in v njeni okolici se, zanimivo, ob aktivaciji 
NLRP3 zgodita dve posttranslacijski modifikaciji, ki se odražata v spremembi naboja, in sicer 
defosforilacija serina S5 v domeni PYD91 in fosforilacija tirozinov znotraj polibazičnega 
predela med domenama NACHT in PYD90. Obe posttranslacijski spremembi k aktivaciji 
NLRP3 prispevata z nevtralizicijo naboja okoliške regije. Teoretično bi lahko v neaktivni obliki 
NLRP3 prihajalo do elektrostatskega privlaka med negativno nabitim fosfoserinom v domeni 
PYD in pozitivno nabitim polibazičnim linkerjem, ki bi domeno PYD vzdrževal v določeni 
konformaciji, ki ovira oligomerizacijske interakcije. Na tak način bi se lahko vzdrževala 
neaktivna oblika NLRP3, ob aktivaciji pa bi nevtralizacija naboja s posttranslacijskima 
spremembama lahko sprostila elektrostatski privlak, spremenila lego domene PYD in 
omogočila oligomerizacijo NLRP3. 
     
5.3 Določitev minimalne oligomerizacijske stopnje NLRP3, ki sproži aktivacijo 
inflamasoma NLRP3 
V drugem delu doktorske naloge smo se ukvarjali z vprašanjem stehiometrije oligomera, ki ga 
po aktivaciji tvorijo senzorski proteini NLRP3. Zaradi pomanjkanja strukturne informacije 
NLRP3 v aktivni obliki namreč ni znano, koliko proteinov NLRP3 tvori iniciacijski oligomer 
NLRP3. V hipotezi smo predpostavili, da bomo minimalno število molekul NLRP3 znotraj 
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oligomera, ki sproži aktivacijo kaspaze-1 in IL-1β, lahko določili s povezovanjem pirinske 
domene receptorja NLRP3 z znanimi oligomerizacijskimi domenami. V ta namen smo 
zasnovali konstrukte NLRP3PYD v fuziji z različnimi dimerizacijskimi ali trimerizacijskimi 
domenami. V izogib prekomernem izražanju genskih konstruktov, značilnem za transfekcijske 
eksperimente na celicah HEK293, smo uporabili biološko relevantnejšo inducibilno izražanje 
v makrofagih.  
 
Ugotovili smo, da je za robustno aktivacijo inflamasoma NLRP3 potrebno v neposredno bližino 
približati vsaj tri interakcijske domene NLRP3PYD, medtem ko dve nista bili zadostni za 
aktivacijo. To se na prvi pogled ne sklada z ugotovitvami Dowds in sod. (2004), kjer so ob 
fuziji dimerizacijskih domen na NLRP3PYD uspeli aktivirati inflamasom NLRP3. Vendar pa so 
za razliko od nas na domeno PYD pripeli več tandemskih dimernih domen137, pri čemer bi 
teoretično lahko prišlo do tvorbe oligomerov višje stopnje. Trimer kot aktivni oligomer 
NLRP3PYD je  v skladu s strukturno študijo filamenta ASCPYD, ki predpostavlja, da se filament 
tvori s tremi nizi oligomerizirajočih domen PYD45. Pri tem je smiselno predpostavljati, da se 
podaljšujejo iz trimera domen PYD senzorskega proteina. Na podlagi naših ugotovitev lahko 
sklepamo, da je za aktivacijo lahko zadostna že oligomerizacija senzorskega proteina NLRP3 
v trimer, pri čemer ne izključujemo tvorbe oligomerov višje stopnje. Oligomeri drugih 
senzorskih proteinov, kot sta NLRP1 s penta ali heptameri43 in NLRC4, ki ima tudi 10-12 
proteinov39, so namreč občutno večji. Na podlagi ugotovitev te raziskave lahko potrdimo 
uvodno hipotezo, saj smo s povezavo NLRP3PYD in domene foldon določili, da je za robustno 
aktivacijo kaspaze-1 in sproščanje IL-1β potrebna trimerizacija kot minimalno aktivirajoče 
oligomerizacijsko stanje NLRP3. 
 
V kolikor za aktivacijo zadoščajo že trije aktivirani proteini NLRP3, gre na izjemno občutljiv 
zaznavni mehanizem, ki se, upoštevajoč ojačitev signala na ravni proteina ASC, odraža v 
silovitem vnetnem odzivu. V tem pogledu je razumljiva potreba po dvosignalni aktivaciji 
inflamasoma NLRP3 na transkripcijski in posttranslacijski ravni, saj je pomembno, da se silno 
vnetje razmahne le v primeru dejanske nevarnosti za celice. Pri tako nizki aktivirajoči 
stehiometriji NLRP3 pa je potrebno paziti tudi, da do aktivacije ne pride zaradi sporadičnih 
nihanj koncentracije NLRP3 v ozadju. Zato je potreben tudi dodatni varnostni mehanizem, ki 
ga predstavlja opažena digitalnost odziva. Kljub prisotnosti aktivatorja se namreč odziv sproži 
šele takrat, ko je dosežena pražna količina izraženega proteina NLRP3 s prvim signalom.  
 
Aktivacija trimerizacijskih konstruktov NLRP3PYD-Foldon je bila pričakovano inhibirana s 
kaspaznimi inhibitorji, saj aktivacija kaspaze-1 poteka kasneje v signalni poti kot nukleacija 
domen NLRP3PYD. Inhibirane aktivacije NLRP3PYD-Foldon pa nismo opazili s specifičnim 
inhibitorjem inflamasoma NLRP3 MCC950, zaradi česar smo sklepali, da MCC950 deluje na 
stopnji oligomerizacije NLRP3 ali prej. To se je kasneje potrdilo z identifikacijo motiva Walker 
B v oligomerizacijski domeni kot vezavnega mesta za MCC95085,86 . Po aktivaciji konstruktov 
NLRP3PYD-Foldon v celicah nismo opazili tvorbe inflamasomskega kompleksa, medtem ko je 
piroptoza potekala nemoteno. Ti rezultati so hkrati v skladu in v nasprotju z dognanji Dicka in 
sod. (2016). Nemoten potek piroptoze pri celicah s konstruktom NLRP3PYD-Foldon bi lahko 
pojasnil obstoj manjših piroptotičnih kompleksov, ki piroptozo sprožajo tudi v odsotnosti 
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velikega kompleksa. V naših rezultatih pa nismo opazili znižanega citokinskega odziva, v 
katerem bi se morala po tej teoriji odsevati odsotnost velikega kompleksa, saj je njegova tvorba 
tesno povezana z aktivacijo citokinov.  
 
5.4 Struktura in organizacija proteinov znotraj inflamasomskega kompleksa NLRP3 
Majhnost oligomera NLRP3 znotraj kompleksa je v skladu z izsledki tretjega sklopa doktorske 
naloge, v katerem smo s pomočjo strokovnjakov na področju strukturne osvetlitvene 
mikroskopije 3D SIM z Univerze v Bielefeldu vizualizirali inflamasomski kompleks in 
organizacijo proteinov v njem. Oligomer NLRP3 je tudi pri superresolucijski ločljivosti 100 
nm moč razločiti le kot točkast agregat v središču polimeriziranega omrežja ASC. V sredini 
agregata smo uspeli razločiti luknjo, kar je v skladu z obstoječimi strukturami oligomerov 
NLRP3 homolognih receptorjev, ki so prstanaste oblike. Uvodoma razložen Kaganov koncept 
signalnim kompleksom pripisuje dinamično vlogo v smislu menjave posameznih modulov v 
obstoječem kompleksu44. Glede na opaženo lego senzorskega proteina NLRP3 v središču 
oligomera ASC in glede na gostoto sredice oligomera ASC, se zdi, da je NLRP3 v kompleksu 
popolnoma imobiliziran, zato si je težko zamisliti, da bi imel poleg iniciacijske vloge pri tvorbi 
kompleksa kakršnokoli dodatno vlogo pri nadaljnjih procesih. Za osvetljevanje podrobnejše 
strukture oligomera NLRP3 se bomo morali poslužiti elektronske mikroskopije, vendar za ceno 
vizualizacije v živih celicah, ki je pomembna prednost superresolucijske mikroskopije. 
 
Adapterski protein ASC, ki predstavlja ogrodje inflamasomskega kompleksa, je strukturno in 
mehanistično izjemno dobro raziskan, o njegovi umeščenosti v makromolekularno strukturo 
inflamasomskega kompleksa pa obstaja le peščica raziskav. Še manj raziskav se vizualizacije 
oligomera ASC loteva v fiziološko relevantnih pogojih. Naša vizualizacija oligomeriziranega 
adapterskega proteina ASC-GFP v živih celicah imortaliziranih makrofagov iz kostnega mozga 
je razkrila visoko zamrežen oligomerni kompleks z gosto sredico. Takšna kondenzirana 
struktura je v skladu s strukturo, ki so jo rekonstruirali s pomočjo korelativne elektronske 
mikroskopije celic, v katerih so z metodo CRISPR-Cas9 označili endogeni protein ASC146.  
 
Več raziskav je pokazalo, da so za kondenzacijo inflamasoma pomembne interakcije CARD-
CARD92,96, nejasno pa ostaja, na kakšen način te interakcije zgoščujejo kompleks. Da bi 
osvetlili mehanizem nastanka kondenzirane oblike oligomera ASC, smo z mikroskopijo 3D 
SIM v živih celicah spremljali tvorbo kompleksa v realnem času. Pri tem smo ugotovili, da 
kompleks nastaja s podaljševanjem filamentov ASC-GFP, ki se intenzivno razvejujejo v 
stranske filamente. Razvejanje smo kvantitativno opisali s spremljanjem števila razvejišč, vej 
in koncev filamentov, ki je eksponencialno naraščalo vse do platoja, ko se najverjetneje izčrpa 
celična zaloga monomernih molekul ASC. Eksponencialno naraščanje razvejanja je v skladu s 
kooperativnostnim principom oligomerizacije ASC, pri katerem se zaradi bližine molekul 
povečuje afiniteta vezave novih molekul. Razvejanja je bilo izrazito manj v odsotnosti domene 
CARD, kar potrjuje, da opaženo razvejanje ni artefakt fluorescenčnih proteinov, pač pa proces 
kondenzacije inflamasomskega kompleksa. Nedavno so vpletenost interakcij CARD-CARD v 
kondenzaciji kompleksa potrdili tudi na endogenem proteinu ASC112, in sicer z izražanjem 
nanotelesa iz alpake v celicah, ki se je specifično vezalo na interakcijsko površino II ASCCARD 
in inhibiralo interakcije CARD-CARD, kar se je odražalo v filamentni obliki ASC.  
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Študija Dicka in sod. (2016) je ob osvetlitvi vloge interakcij CARD-CARD predlagala, da 
kondenzacija filamentov najverjetneje poteka preko znotrajfilamentnih in medfilamentnih 
interakcij med nukleacijskimi jedri ASCCARD na podaljšujočih se filamentih96. Na podlagi 
zamreženosti makromolekularne strukture končnega kompleksa in aktivnega razvejanja 
filamentov ASC v odvisnosti od  ASCCARD, pa se zdi smiselno razmišljati v smeri, da 
nukleacijska jedra ASCCARD na podaljšujočih se filamentih ASCPYD ne vežejo le pro-kaspaze-
1, pač pa se preko svoje domene CARD nanje vežejo tudi molekule ASC. To je v skladu z 
opaženo povišano lokalno intenziteto fluorescence ASC-GFP v brstih pred nastankom novega 
filamenta. Na nukleacijska mesta ASCCARD vezane molekule ASC nato sprožijo 
oligomerizacijo ASC v stranske filamente, kar vodi do končne, visoko zamrežene kompaktne 
strukture.  
 
Oligomerizacija v stranskih filamentih bi lahko potekala tako kot pri matičnem filamentu, preko 
interakcij PYD-PYD, pri čemer bi imele interakcije CARD-CARD v brstu stranskih filamentov 
le premostitveno vlogo. Po takšnem mehanizmu naj bi potekala tudi oligomerizacija ASC iz 
nukleacijskih jeder CARD pri receptorjih NLRC, kadar tvorijo inflamasomske komplekse96. Po 
drugi strani pa bi oligomerizacija stranskih filamentov  lahko temeljila na interakcijah CARD-
CARD. V in vitro študijah so za izolirane domene ASCCARD pokazali, da so sposobne 
homooligomerizacije v strukturirane filamente97. Po tem scenariju bi se znotraj razvejanega 
omrežja filamentov inflamasomskega kompleksa lahko izmenično prepletali ASCPYD in 
ASCCARD filamenti, kar je smiselno tudi s stališča strukturne uniformnosti mehanizmov 
polimerizacije filamentov ASCPYD in  ASCCARD. ASCCARD namreč polimerizira podobno kot 
ASCPYD, in sicer v treh interakcijskih površinah, v katerih je prva udeležena v polimerizacijo 
znotraj posamičnega niza ASCCARD,  drugi dve pa ojačata povezave med sosednjimi 
polimerizirajočimi nizi v filamentu ASCCARD 97.  
 
Vprašanje, zakaj do brstenja stranskih filamentov prihaja le na določenih mestih, ostaja odprto. 
Eden izmed razlogov bi lahko bil v tem, da pro-kaspaza-1, glede na naše rezultate pa tudi 
aktivna kaspaza-1, ostaja vezana na kompleks in tako zaseda večino razpoložljivih 
nukleacijskih mest. Trenutni model tvorbe kompleksa sicer nakazuje, da se aktivna kaspaza-1 
odceplja iz površine kompleksa45, vendar določene raziskave nasprotujejo temu modelu. Pri 
kompleksih, ki se stvorijo v odziv na okužbo s Salmonello Typhimurium, so namreč s 
superresolucijsko mikroskopijo kaspazo-1 vizualizirali vezano v votli notranjosti kompleksa138. 
Prav tako so v študiji Boucherja in sod. (2018) predlagali, da aktivno kaspazo-1 gradi skupek 
podenot, ki ostajajo vezane na kompleks, medtem ko so podenote, ki se od kompleksa 
odcepljajo, katalitsko neaktivne98. 
 
5.5 Inhibicija inflamasoma NLRP3 z načrtovanimi peptidnimi inhibitorji 
Glede na izrazito patološko vlogo inflamasoma NLRP3 in pomanjkanje učinkovitih selektivnih 
terapij, smo se v četrtem sklopu doktorskega dela posvečali snovanju pristopov za zaviranje 
tvorbe inflamasoma NLRP3 na različnih stopnjah njegove sestave. V hipotezi smo 
predpostavili, da bomo inflamasom NLRP3 lahko inhibirali z načrtovanjem peptidov, izbranih 
iz regij, kjer prihaja do interakcij med proteini inflamasoma. Pri tem smo se oprli na obstoječe 
strukturne in mehanistične informacije o interakcijskih domenah proteinov NLRP3 in ASC. 
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Kot osnovo za peptidne inhibitorje smo uporabili peptidne segmente, izbrane iz površin, 
ključnih za oligomerizacijo inflamasoma NLRP3 (ATP vezavna mesta, mutacijska žarišča) in 
iz znanih interakcijskih površin v domenah PYD in CARD, ki smo jih nato opremili z 
miristinsko skupino za prehod celične membrane. Z aktivacijo inflamasoma NLRP3 v celicah, 
predinkubiranih s tako načrtovanimi kandidati za peptidne inhibitorje, smo nato testirali njihov 
vpliv na inflamasom NLRP3. Identificirali smo pet peptidnih inhibitorjev, ki so inflamasom 
NLRP3 v mikromolarnih koncentracijah inhibirali na ravni IL-1β, kaspaze-1 in oligomerizacije 
ASC. Identificirani peptidni inhibitorji so izhajali iz ATP vezavnih mest, iz domen PYD 
(NLRP3PYD/H2-H3, ASCPYD/H2-H3) in iz domene CARD (ASCCARD/H2-H3), izmed segmentov z 
mutacijskimi žarišči pa zanimivo ni bil inhibitoren noben izmed načrtovanih kandidatov.  
 
Neučinkovitost peptidov iz regij z mutacijskimi žarišči je presenetljiva. Mutacije pri sindromih 
CAPS se odražajo v konstitutivno aktivni obliki NLRP3, zato bi pričakovali, da so 
aminokislinski ostanki v teh žariščih vpleteni v oligomerizacijo domene NACHT. Ker pa 
peptidi NLRP3(250-265), NLRP3(427-447) in NLRP3(560-593)  iz teh segmentov niso imeli nobenega 
učinka na sproščanje IL-1β, ti segmenti verjetno niso del interakcijskih površin domene 
NACHT, vpletenih v oligomerizacijo NLRP3. Glede na objavljeno strukturo NLRP369 in 
homologne modele (slika 34), bi lahko sodelovali pri stabilizaciji neaktivne oblike NLRP3. V 
povezavi z našimi izsledki, po katerih ima pri stabilizaciji glavno vlogo domena PYD, morda v 
okolici teh segmentov prihaja do interakcij med domeno NACHT in PYD. Glede na to, da te 
interakcije potekajo v neaktivnem stanju in vzdržujejo zaprto obliko NLRP3, interakcijske 
površine peptidom niso dostopne, iz tega razloga pa morda peptidi tudi nimajo učinka. 
Morebitno vlogo segmentov, iz katerih izhajajo te peptidi, v avtoinhibiciji NLRP3, bi lahko 
nadalje proučevali s testiranjem teh peptidov v sistemu inducibilnega izražanja NLRP3 in 
njegovih konstitutivno aktivnih mutant z doksiciklinom. Razlog za neučinkovitost teh peptidov 
je morda tudi povsem preprost, in sicer, da je njihova struktura izven konteksta matične 
terciarne konformacije porušena. 
 
Izmed peptidov iz ATP vezavnih motivov sta se kot inhibitorna izkazala peptida iz segmentov 
NLRP3Sens1 in NLRP3WalkerB. Inhibicija s tema peptidoma ni presenetljiva, saj je odsek regije 
NACHT z ATP vezavnimi mesti, iz katere izhajata, tarča najmočnejših in najbolj specifičnih 
inhibitorjev NLRP3. Znotraj peptida NLRP3WalkerB  sta na primer zaobjeta oba aminokislinska 
ostanka D298 (odgovoren za vezavo Mg2+) in E302, ki sta tarča MCC950. Pomembnost teh 
segmentov poudarja tudi dejstvo, da se na teh motivih pogosto pojavljajo patološke mutacije v 
povezavi s kriopirinopatijami. Presenetljivo, peptid iz motiva Walker A ni imel inhibitornega 
učinka, čeprav je ta motiv tarča inhibitorja Cy-0987. Pri peptidih iz ATP vezavnih mest smo 
pričakovali tudi najbolj selektivno inhibicijo za NLRP3, vendar sta imela NLRP3Sens1 in 
NLRP3WalkerB inhibitorni učinek tudi na inflamasoma NLRC4 in AIM2, NLRP3WalkerB pa poleg 
tega še na signalno pot NF-κB.  
 
Preostali trije inhibitorni peptidi so izhajali iz interakcijskih domen PYD in CARD. Peptidni 
inhibitor ASCCARD/H2,H3, za katerega smo predpostavili, da inhibitorno deluje na stopnji vezave 
pro-kaspaze-1 v kompleks, je poleg citokinov nepričakovano inhibiral tudi tvorbo kompleksa, 
za katerega smo predvidevali, da je na tej točki že stvorjen. Kasnejša raziskava segmenta 
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ASCCARD, na katerem je osnovan, je pokazala, da so aminokislinski ostanki D130 in D134 
ključnega pomena za interakcije CARD-CARD s pro-kaspazo-1 in kondenzacijo kompleksa96, 
kar je pojasnilo opažen inhibitorni učinek tako na stopnji izločanja citokinov kot tudi na stopnji 
tvorbe kompleksa. Teoretično bi se inhibicija s tem peptidom lahko odražala v manj kompaktni 
obliki inflamasomskih kompleksov, česar pa ob vizualizaciji s konfokalno mikroskopijo nismo 
mogli potrditi. Ker na stopnji interakcij CARD-CARD konvergirajo poti različnih 
inflamasomov, s tem peptidom nismo pričakovali selektivne inhibicije, zato njegov inhibitorni 
učinek na druge testirane inflamasome in na signalno pot NF-κB ni bil presenetljiv.  
 
Inhibitorni peptid NLRP3PYD/H2,H3 iz interakcijske regije PYD senzorja NLRP3 je bil še eden 
izmed kandidatov za selektivno inhibicijo, vendar se je v naših poskusih izkazalo, da inhibira 
tudi inflamasom NLRC4 in AIM2. Če smo inhibicijo inflamasoma AIM2 še lahko predvideli, 
ker imata tako AIM2 kot tudi NLRP3 enako interakcijsko domeno PYD, je bilo presenetljiv 
močan inhibitorni učinek, ki ga je ta peptid izkazoval na inflamasom NLRC4. Pri slednjem 
namreč aktivacija lahko poteka tudi z direktno vezavo senzorskega proteina na pro-kaspazo-1 
preko interakcij CARD-CARD, interakcije PYD-PYD pa za aktivacijo niso nujno potrebne.  
 
Kot najobetavnejši peptidni inhibitor pa se je izkazal peptid ASCPYD/H2,H3, ki je učinkovito 
inhibiral vse stopnje inflamasomskega kompleksa NLRP3, prav tako pa je učinkovito zaviral 
infiltracijo nevtrofilcev v okviru mišjega modela peritonitisa. V testiranih koncentracijah ni 
izkazoval inhibitornega učinka na druge inflamasome, s površinsko plazmonsko resonanco pa 
smo ugotovili, da je njegova tarča po pričakovanjih interakcijska domena NLRP3PYD. 
Selektivnost njegove inhibicije je rahlo presenetljiva, saj izhaja iz interakcijske površine I 
domene ASCPYD, ki je vpletena tako v interakcije s senzorskimi proteini, kot tudi v 
homooligomerizacijo ASC.  Selektivna inhibicija bi lahko bila posledica razlik v afiniteti za te 
interakcije, saj je afiniteta ASC za homooligomerizacijo v tej površini precej višja kot za 
povezavo s senzorskim proteinom94. Lahko pa bi nakazovala tudi, da se različni senzorski 
proteini z ASC ne povezujejo na istem interakcijskem mestu. To je v skladu z izsledki 
raziskave, kjer so znotraj istega inflamasomskega kompleksa opazili vezavo dveh različnih 
senzorskih proteinov, tako NLRP3 kot tudi NLRC4138, česar ne bi pričakovali, če v primeru 
aktiviranosti več senzorskih proteinov hkrati, ti tekmujejo za vezavno mesto na ASC. Na 
podlagi rezultatov tega dela doktorske naloge lahko potrdimo drugo hipotezo doktorskega dela, 
saj smo zasnovali set peptidnih inhibitorjev inflamasoma NLRP3, ki so na različnih stopnjah 
zavirali interakcije, ki botrujejo sestavi inflamasomskega kompleksa.   
 
5.6 Opremljanje načrtovanih peptidnih inhibitorjev za prehod krvno-možganske 
pregrade 
Z inflamasomom NLRP3 povezano vnetje pomembno prispeva tudi k napredovanju 
nevrodegenerativnih bolezni. Amiloidni depoziti, kot so fibrile prionskega proteina PrP pri 
Creutzfeldt-Jakobovi bolezni, s Parkinsonovo boleznijo povezani agregati sinukleina-α in 
amiloidni plaki pri Alzheimerjevi bolezni, lahko aktivirajo inflamasom NLRP3 v celicah 
mikroglije v možganih in sprožijo sproščanje citotoksičnih količin citokina IL-1β147. K povišani 
koncentraciji slednjega lahko zaradi sprostitve velike količine molekul DAMP prispevajo tudi  
poškodbe možgan. Medtem ko je IL-1β pri slednjih akutno toksičen, v kasnejših stopnjah k 
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patogenezi pomembno prispeva tudi IL-18147. Poleg citokinov pomembno vlogo pri 
nevrodegenerativnih boleznih igra tudi inflamasomski kompleks ASC, ki se ob piroptozi sprosti 
iz celic in deluje bodisi kot signal DAMP bodisi aktivno sodeluje pri agregaciji amiloidov in 
tako slabša potek bolezni103,104.  
 
Pri načrtovanju nevrološko relevantnih terapevtikov je treba upoštevati problematiko krvno-
možganske pregrade. Medtem ko endotelij običajnih kapilar omogoča prehajanje hranilnih 
snovi v tkiva, kapilarni endotelij v možganih oz. t.i. krvno-možganska pregrada izjemno 
selektivno izmenjuje snovi med možgani in krvožiljem121. Obstoječi klinično uporabni 
terapevtiki NLRP3 slabo prehajajo skozi krvno-možgansko pregrado. V možganih nečloveških 
primatov so na primer po terapiji z anakinro zaznali le 0,3% koncentracije anakinre v 
perifernem serumu148. Zaradi težavnega prehoda krvno-možganske pregrade terapije bolezni 
centralnega živčnega sistema pogosto spremljajo invazivni pristopi dostave v možgane, kot je 
na primer injekcija v centralno živčevje122. Peptidni inhibitor ASCPYD/H2-H3 , ki smo ga opremili 
s sekvencami Angiopep-2 in Antennapedia, je na mišjem modelu uspešno prehajal krvno-
možgansko pregrado, obenem pa se ni zadrževal v drugih tkivih. Prav tako smo pokazali, da je 
tako opremljen peptid ohranil svojo inhibitorno sposobnost. Peptid se je relativno hitro izločil 
iz telesa, saj ga po 3h skoraj nismo več zaznali, kar je iz varnostnega stališča prednostno.  
 
Peptidni inhibitorji sicer niso novost, vendar zaradi slabe biološke dostopnosti in nestabilnosti 
niso med najbolj pogosto uporabljanimi farmacevtskimi učinkovinami. Nenehen razvoj na 
področju formulacij učinkovin, kemijskih modifikacij149, ki zmanjšajo vpliv proteaz, in novih 
dostavnih mehanizmov150 pa ponovno dviguje njihov potencial in popularnost. Ob pojavu 
specifičnih inhibitorjev, kot je MCC950, ki delujejo že v nanomolarnem koncentracijskem 
območju, se porodi vprašanje uporabnosti načrtovanih peptidnih inhibitorjev, ki delujejo v 
mikromolarnem območju. Peptidni inhibitorji imajo v primerjavi s sintetičnimi spojinami 
določene prednosti. Ker so bolj naravnega izvora kot sintetične spojine, so ponavadi povezani 
z manj stranskimi učinki, saj se sintetične spojine v jetrih lahko pretvorijo v toksične 
metabolite150. Ena izmed njihovih večjih slabosti – občutljivost na razgradnjo, zaradi česar so 
neprimerni za oralni vnos zdravil in imajo kratko življenjsko dobo – je iz toksikološkega stališča 
lahko velika prednost, saj se na tak način vnešeni terapevtiki ne akumulirajo v telesu, ampak se 
po učinkovanju eliminirajo iz sistema.  
 
Peptidni inhibitorji so uporabni tudi kot biološko orodje pri raziskovanju različnih stopenj 
signalnih poti, saj jih je v primeru dostopnih strukturnih informacij o tarčnih proteinih in 
njihovih medproteinskih interakcijah relativno enostavno načrtovati. Poleg tega je raziskovanje 
posameznih stopenj signalnih poti preko inhibicije s kratkimi segmenti proteinov bolj fiziološko 
relevanten in enostaven pristop kot uporaba delecijskih, himernih ali točkovnih mutant. 
Zaviranje inflamasoma NLRP3 z načrtovanimi peptidnimi inhibitorji bi lahko torej 
predstavljalo pomembno orodje za raziskovanje inflamasomskega kompleksa na različnih 
stopnjah njegove sestave, obenem pa z njimi dokazujemo, da je možno na podlagi obstoječih 
strukturnih in interakcijskih informacij o proteinih, vpletenih v inflamasom NLRP3, načrtovati 
enostavne selektivne inhibitorje, ki bi lahko predstavljali podlago za terapevtske pristope k 
zdravljenju z inflamasomom NLRP3 povezanih obolenj, vključno z nevrodegeneracijo. 
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6 SKLEPI 
 
V tem doktorskem delu smo raziskovali molekularni mehanizem aktivacije in uravnavanja 
inflamasoma NLRP3, enega izmed glavnih posrednikov sterilnega vnetja ...  
 
 Domena PYD senzorskega proteina NLRP3 (NLRP3PYD) je pomembna za stabilizacijo 
njegove neaktivne konformacije. 
 
 Trimerizacija NLRP3PYD je minimalna stopnja oligomerizacije, pri kateri pride do 
aktivacije vnetja s citokini IL-1β in piroptotično smrtjo.  
 
 Inflamasomski kompleks na makroskopski ravni razkriva visoko razvejano strukturo 
adapterskega proteina ASC in kaspaze-1 z gosto sredico, v kateri se nahaja senzorski protein 
NLRP3. Struktura se tvori preko intenzivnega razvejanja filamentov, ki ga omogoča 
domena ASCCARD. 
 
... obenem pa smo zasnovali peptidne inhibitorje, ki so lahko uporabni bodisi kot orodje za 
raziskave signalne poti inflamasoma NLRP3 bodisi kot osnova za nove terapevtske strategije. 
 
 Z načrtovanimi peptidnimi inhibitorji na podlagi proteinskih segmentov, kjer potekajo 
interakcije med proteinoma NLRP3 in ASC, je možno inhibirati sestavljanje 
inflamasomskega kompleksa in na tak način zavreti aktivacijo kaspaze-1, izločanje citokina 
IL-1β in peritonitis na mišjem modelu.  
 
 Peptidni inhibitorji inflamasoma NLRP3, opremljeni s peptidno sekvenco Angiopep2 in 
Antennapedia, ohranijo svoj inhibitorni potencial in lahko prehajajo krvno-možgansko 
pregrado. 
 
 
Slika 46: Grafični povzetek prispevkov doktorskega dela 
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PRILOGA 
 
Priloga 1: DNA zaporedja genskih konstruktov 
Konstrukt Zaporedje 
NLRP3 tggaacgatacctgcaccagccacagcagcatggtctgccaggaagatagtctggaagaggaatggatgggcctgctgggctacctgagcagaatcagcatctgcaag
aagaaaaaggactactgcaagatgtataggcggcacgtgcggagccggttctacagcatcaaggatagaaacgccagactgggcgagagcgtggacctgaactcca
gatacacccagctgcagctcgtgaaagagcacccctccaagcaggaaagagagcacgagctgctgacaatcggcaggaccaagatgagagacagccctatgtccag
cctgaaactggaactgctgttcgaacctgaggatggccacagcgagcccgtgcataccgtcgtgtttcagggcgctgccggcatcggcaagacaatcctggctagaaa
gatcatgctggattgggccctgggcaaactgttcaaggacaagttcgactacctgttcttcatccattgcagggaagtgtccctgagaacccccagaagcctggccgacct
gatcgtgtcctgctggcccgatcctaatccccccgtgtgcaagattctgagaaagcccagcagaatcctgttcctgatggacggattcgacgaactgcagggcgccttcg
atgagcacatcggcgaagtgtgcaccgattggcagaaagccgtgcgcggcgacatcctgctgtcctccctgatcagaaaaaagctgctgcctaaggctagcctgctgat
caccaccagacccgtggccctggaaaagctccagcatctgctggatcatcccagacacgtggaaatcctgggcttcagcgaggccaagagaaaagagtactttttcaag
tacttcagcaacgaactccaggccagagaggcttttagactgatccaggaaaacgaggtcctgttcacaatgtgttttatccctctcgtgtgctggatcgtgtgtaccggcct
caaacagcagatggaaaccggcaagtctctggctcagaccagcaagacaaccaccgctgtgtacgtgttcttcctgtcctctctgctgcagagcagaggcggcatcgag
gaacacctgttcagcgactacctgcagggcctgtgcagcctggccgccgacggcatctggaatcagaagatcctgttcgaggaatgcgacctgagaaaacacggactc
cagaaaaccgatgtgtccgcctttctgcgcatgaatgtgtttcagaaagaggtcgactgcgagcggttctactccttctctcacatgacctttcaagaattttttgccgccatgt
actacctgctcgaagaggaagccgaaggcgagacagtgcggaagggccctggcggctgtagcgacctgctgaacagggatgtgaaggtgctgctggaaaactatgg
aaagttcgagaagggatacctgatcttcgtcgtgcggttcctgttcggcctggtcaaccaggaaaggacctcctacctggaaaagaagctgagctgcaagatcagccag
caagtgcgactcgaactgctcaaatggatcgaagtcaaggctaaggctaaaaaactccagtggcagccttcccagctcgaactgttttactgtctctatgagatgcaggaa
gaggatttcgtccagtccgctatggatcacttccctaagatcgaaatcaacctgagcacacggatggatcacgtggtgtcatctttctgcatcaagaactgccacagagtca
agaccctgagcctgggcttcttccacaacagccccaaagaagaggaagaggaacgcaggggcggcaggcccctggatcaggtgcagtgcgtgttccccgacaccca
cgtggcctgtagcagcaggctggtcaactgctgtctgaccagcagcttctgcagaggcctgttctccagcctgagcaccaacagatccctgaccgagctggacctgtcc
gacaacaccctgggcgatcccggaatgcgcgtgctgtgcgaggctctgcagcatcccggatgcaacatccagcgcctgtggctgggcagatgcggcctgagccacca
gtgctgtttcgacatcagcagcgtgctgagcagctctcagaaactggtcgaactggacctgagcgataacgctctgggcgacttcggcatcaggctgctgtgcgtgggcc
tgaaacatctcctgtgtaacctgcagaaactctggctcgtgtcctgttgcctgaccagcgcctgctgtcaggacctggccctggtgctgtccagcaaccactccctgaccc
ggctgtacatcggcgagaacgccctgggagacagcggcgtgcaggtcctgtgcgagaaaatgaaggacccccagtgcaatctccagaagctcggactggtcaacag
cggcctgacctccatctgctgcagcgctctgaccagcgtgctcaagacaaatcagaactttacccatctgtacctgaggtctaatgctctgggggacaccggcctgagact
gctgtgtgaaggcctgctgcaccccgactgcaagctgcagatgctcgaactggataactgctccctgaccagccactcctgctggaacctgtctaccatcctgacacaca
atcactccctgagaaagctcaatctgggaaacaacgacctgggggacctgtgtgtggtcacactgtgcgaagtcctgaagcagcagggatgtctgctgcagtccctgca
gctgggcgagatgtacctgaacagagagacaaagagagccctggaagccctgcaggaagagaaacccgaactgaccatcgtgttcgagatcagctggggctccggc
gacacctaccggtacatctgagaattcggtaccct 
 
NLRC4CARD-
NLRP3ΔPYD 
ggatccgccaccatgaatttcataaaggacaatagccgagcccttattcaaagaatgggaatgactgttataaagcaaatcacagatgacctatttgtatggaatgttctgaa
tcgcgaagaagtaaacatcatttgctgcgagaaggtggagcaggatgctgctagagggatcattcacatgattttgaaaaagggttcagagtcctgtaacctctttcttaaat
cccttaaggagtggaactatcctctatttcaggacttgaatggacaaagtctttttcatcagacatggaacgatacctgcaccagccacagcagcatggtctgccaggaaga
tagtctggaagaggaatggatgggcctgctgggctacctgagcagaatcagcatctgcaagaagaaaaaggactactgcaagatgtataggcggcacgtgcggagcc
ggttctacagcatcaaggatagaaacgccagactgggcgagagcgtggacctgaactccagatacacccagctgcagctcgtgaaagagcacccctccaagcaggaa
agagagcacgagctgctgacaatcggcaggaccaagatgagagacagccctatgtccagcctgaaactggaactgctgttcgaacctgaggatggccacagcgagcc
cgtgcataccgtcgtgtttcagggcgctgccggcatcggcaagacaatcctggctagaaagatcatgctggattgggccctgggcaaactgttcaaggacaagttcgact
acctgttcttcatccattgcagggaagtgtccctgagaacccccagaagcctggccgacctgatcgtgtcctgctggcccgatcctaatccccccgtgtgcaagattctga
gaaagcccagcagaatcctgttcctgatggacggattcgacgaactgcagggcgccttcgatgagcacatcggcgaagtgtgcaccgattggcagaaagccgtgcgc
ggcgacatcctgctgtcctccctgatcagaaaaaagctgctgcctaaggctagcctgctgatcaccaccagacccgtggccctggaaaagctccagcatctgctggatca
tcccagacacgtggaaatcctgggcttcagcgaggccaagagaaaagagtactttttcaagtacttcagcaacgaactccaggccagagaggcttttagactgatccagg
aaaacgaggtcctgttcacaatgtgttttatccctctcgtgtgctggatcgtgtgtaccggcctcaaacagcagatggaaaccggcaagtctctggctcagaccagcaaga
caaccaccgctgtgtacgtgttcttcctgtcctctctgctgcagagcagaggcggcatcgaggaacacctgttcagcgactacctgcagggcctgtgcagcctggccgcc
gacggcatctggaatcagaagatcctgttcgaggaatgcgacctgagaaaacacggactccagaaaaccgatgtgtccgcctttctgcgcatgaatgtgtttcagaaaga
ggtcgactgcgagcggttctactccttctctcacatgacctttcaagaattttttgccgccatgtactacctgctcgaagaggaagccgaaggcgagacagtgcggaaggg
ccctggcggctgtagcgacctgctgaacagggatgtgaaggtgctgctggaaaactatggaaagttcgagaagggatacctgatcttcgtcgtgcggttcctgttcggcct
ggtcaaccaggaaaggacctcctacctggaaaagaagctgagctgcaagatcagccagcaagtgcgactcgaactgctcaaatggatcgaagtcaaggctaaggcta
aaaaactccagtggcagccttcccagctcgaactgttttactgtctctatgagatgcaggaagaggatttcgtccagtccgctatggatcacttccctaagatcgaaatcaac
ctgagcacacggatggatcacgtggtgtcatctttctgcatcaagaactgccacagagtcaagaccctgagcctgggcttcttccacaacagccccaaagaagaggaag
aggaacgcaggggcggcaggcccctggatcaggtgcagtgcgtgttccccgacacccacgtggcctgtagcagcaggctggtcaactgctgtctgaccagcagcttct
gcagaggcctgttctccagcctgagcaccaacagatccctgaccgagctggacctgtccgacaacaccctgggcgatcccggaatgcgcgtgctgtgcgaggctctgc
agcatcccggatgcaacatccagcgcctgtggctgggcagatgcggcctgagccaccagtgctgtttcgacatcagcagcgtgctgagcagctctcagaaactggtcg
aactggacctgagcgataacgctctgggcgacttcggcatcaggctgctgtgcgtgggcctgaaacatctcctgtgtaacctgcagaaactctggctcgtgtcctgttgcct
gaccagcgcctgctgtcaggacctggccctggtgctgtccagcaaccactccctgacccggctgtacatcggcgagaacgccctgggagacagcggcgtgcaggtcc
tgtgcgagaaaatgaaggacccccagtgcaatctccagaagctcggactggtcaacagcggcctgacctccatctgctgcagcgctctgaccagcgtgctcaagacaa
atcagaactttacccatctgtacctgaggtctaatgctctgggggacaccggcctgagactgctgtgtgaaggcctgctgcaccccgactgcaagctgcagatgctcgaa
ctggataactgctccctgaccagccactcctgctggaacctgtctaccatcctgacacacaatcactccctgagaaagctcaatctgggaaacaacgacctgggggacct
gtgtgtggtcacactgtgcgaagtcctgaagcagcagggatgtctgctgcagtccctgcagctgggcgagatgtacctgaacagagagacaaagagagccctggaagc
cctgcaggaagagaaacccgaactgaccatcgtgttcgagatcagctggggctccggcgacacctaccggtacatctgagaattcgg 
 
ASCCARD-
NLRP3ΔPYD 
ggatccgccaccatgatccaggcccctcctcagtcggcagccaagccaggcctgcactttatagaccagcaccgggctgcgcttatcgcgagggtcacaaacgttgagt
ggctgctggatgctctgtacgggaaggtcctgacggatgagcagtaccaggcagtgcgggccgagcccaccaacccaagcaagatgcggaagctcttcagtttcacac
cagcctggaactggacctgcaaggacttgctcctccaggccctaagggagtcccagtcctacctggtggaggacctggagcggagcggaggatcaggggggtggaa
cgatacctgcaccagccacagcagcatggtctgccaggaagatagtctggaagaggaatggatgggcctgctgggctacctgagcagaatcagcatctgcaagaaga
aaaaggactactgcaagatgtataggcggcacgtgcggagccggttctacagcatcaaggatagaaacgccagactgggcgagagcgtggacctgaactccagatac
acccagctgcagctcgtgaaagagcacccctccaagcaggaaagagagcacgagctgctgacaatcggcaggaccaagatgagagacagccctatgtccagcctga
aactggaactgctgttcgaacctgaggatggccacagcgagcccgtgcataccgtcgtgtttcagggcgctgccggcatcggcaagacaatcctggctagaaagatcat
gctggattgggccctgggcaaactgttcaaggacaagttcgactacctgttcttcatccattgcagggaagtgtccctgagaacccccagaagcctggccgacctgatcgt
gtcctgctggcccgatcctaatccccccgtgtgcaagattctgagaaagcccagcagaatcctgttcctgatggacggattcgacgaactgcagggcgccttcgatgagc
acatcggcgaagtgtgcaccgattggcagaaagccgtgcgcggcgacatcctgctgtcctccctgatcagaaaaaagctgctgcctaaggctagcctgctgatcaccac
cagacccgtggccctggaaaagctccagcatctgctggatcatcccagacacgtggaaatcctgggcttcagcgaggccaagagaaaagagtactttttcaagtacttca
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gcaacgaactccaggccagagaggcttttagactgatccaggaaaacgaggtcctgttcacaatgtgttttatccctctcgtgtgctggatcgtgtgtaccggcctcaaaca
gcagatggaaaccggcaagtctctggctcagaccagcaagacaaccaccgctgtgtacgtgttcttcctgtcctctctgctgcagagcagaggcggcatcgaggaacac
ctgttcagcgactacctgcagggcctgtgcagcctggccgccgacggcatctggaatcagaagatcctgttcgaggaatgcgacctgagaaaacacggactccagaaa
accgatgtgtccgcctttctgcgcatgaatgtgtttcagaaagaggtcgactgcgagcggttctactccttctctcacatgacctttcaagaattttttgccgccatgtactacct
gctcgaagaggaagccgaaggcgagacagtgcggaagggccctggcggctgtagcgacctgctgaacagggatgtgaaggtgctgctggaaaactatggaaagttc
gagaagggatacctgatcttcgtcgtgcggttcctgttcggcctggtcaaccaggaaaggacctcctacctggaaaagaagctgagctgcaagatcagccagcaagtgc
gactcgaactgctcaaatggatcgaagtcaaggctaaggctaaaaaactccagtggcagccttcccagctcgaactgttttactgtctctatgagatgcaggaagaggattt
cgtccagtccgctatggatcacttccctaagatcgaaatcaacctgagcacacggatggatcacgtggtgtcatctttctgcatcaagaactgccacagagtcaagaccct
gagcctgggcttcttccacaacagccccaaagaagaggaagaggaacgcaggggcggcaggcccctggatcaggtgcagtgcgtgttccccgacacccacgtggcc
tgtagcagcaggctggtcaactgctgtctgaccagcagcttctgcagaggcctgttctccagcctgagcaccaacagatccctgaccgagctggacctgtccgacaaca
ccctgggcgatcccggaatgcgcgtgctgtgcgaggctctgcagcatcccggatgcaacatccagcgcctgtggctgggcagatgcggcctgagccaccagtgctgtt
tcgacatcagcagcgtgctgagcagctctcagaaactggtcgaactggacctgagcgataacgctctgggcgacttcggcatcaggctgctgtgcgtgggcctgaaaca
tctcctgtgtaacctgcagaaactctggctcgtgtcctgttgcctgaccagcgcctgctgtcaggacctggccctggtgctgtccagcaaccactccctgacccggctgtac
atcggcgagaacgccctgggagacagcggcgtgcaggtcctgtgcgagaaaatgaaggacccccagtgcaatctccagaagctcggactggtcaacagcggcctga
cctccatctgctgcagcgctctgaccagcgtgctcaagacaaatcagaactttacccatctgtacctgaggtctaatgctctgggggacaccggcctgagactgctgtgtg
aaggcctgctgcaccccgactgcaagctgcagatgctcgaactggataactgctccctgaccagccactcctgctggaacctgtctaccatcctgacacacaatcactcc
ctgagaaagctcaatctgggaaacaacgacctgggggacctgtgtgtggtcacactgtgcgaagtcctgaagcagcagggatgtctgctgcagtccctgcagctgggc
gagatgtacctgaacagagagacaaagagagccctggaagccctgcaggaagagaaacccgaactgaccatcgtgttcgagatcagctggggctccggcgacacct
accggtacatctgagaattcgg 
 
ASCCARD cgggatccgccaccatggcagccaagccaggcctgcactttatagaccagcaccgggctgcgcttatcgcgagggtcacaaacgttgagtggctgctggatgctctgta
cgggaaggtcctgacggatgagcagtaccaggcagtgcgggccgagcccaccaacccaagcaagatgcggaagctcttcagtttcacaccagcctggaactggacct
gcaaggacttgctcctccaggccctaagggagtcccagtcctacctggtggaggacctggagcggagcggaggatcagggggggattacaaggatgacgatgacaa
gtaagcggccgcttta 
NLRC4CARD ggatccgccaccatgaatttcataaaggacaatagccgagcccttattcaaagaatgggaatgactgttataaagcaaatcacagatgacctatttgtatggaatgttctgaa
tcgcgaagaagtaaacatcatttgctgcgagaaggtggagcaggatgctgctagagggatcattcacatgattttgaaaaagggttcagagtcctgtaacctctttcttaaat
cccttaaggagtggaactatcctctatttcaggacttgaatggacaaagtctttttcatcagacagattacaaggatgacgatgacaagtgagaattcgg 
NLRP3PYD 
 
 
atgacctccgtgcggtgcaagctcgcccagtacctggaagatctcgaagatgtcgacctgaaaaagtttaagatgcacctcgaagattatccccctgaaaagggctgcat
ccccgttccgcggggacagatggaaaaggccgaccacctggacctggccaccctgatgatcgatttcaacggggaagagaaggcttgggccatggctgtctggattttc
gccgccatcaacagacgggacctgtgggagaaggccaagaaagatcagcccgagtggaacgatacctgcaccagccacagcagctacccatacgatgttccagatta
cgcttaa 
NLRP3PYD-Foldon 
 
 
ggatccgccaccatgactagtgtaagatgtaagctggcacagtacctcgaggacttggaggacgtggatctgaagaagtttaagatgcatctcgaagattaccccccaga
gaaggggtgcattccggtgccgcgaggacagatggagaaggcagaccacctggatctggctactcttatgattgattttaacggggaggagaaggcatgggcaatggc
agtatggattttcgcagctatcaaccgacgcgacctgtgggagaaggctaaaaaggatcagcctgaatggaacgatacttgtacaagtcactcctccggaggatcaggg
gggggctacatccctgaggcccccagagacggccaggcttacgttcgaaaagacggggagtgggttctcctgtctacatttctgtgagaattc 
NLRP3PYD-DMRD 
 
ggatccgccaccatgacctccgtgcggtgcaagctcgcccagtacctggaagatctcgaagatgtcgacctgaaaaagtttaagatgcacctcgaagattatccccctga
aaagggctgcatccccgttccgcggggacagatggaaaaggccgaccacctggacctggccaccctgatgatcgatttcaacggggaagagaaggcttgggccatgg
ctgtctggattttcgccgccatcaacagacgggacctgtgggagaaggccaagaaagatcagcccgagtggaacgatacctgcaccagccacagcagcggaggatca
ggggggggagtgcaggtggagactatctccccaggagacgggcgcaccttccccaagcgcggccagacctgcgtggtgcactacaccgggatgcttgaagatggaa
agaaaatggattcctcccgggacagaaacaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatccgaggctgggaagaaggggttgcccagatgagtgtgggtc
agagagccaaactgactatatctccagattatgcctatggtgccactgggcacccaggcatcatcccaccacatgccactctcgtcttcgatgtggagcttctaaaactgga
atgagaattc 
 
NLRP3PYD-APH 
 
gagcaattccacaacacttttgtcttatacttggatccgccaccatgacatctgtgcggtgtaaattggctcagtaccttgaagaccttgaggatgtcgatcttaagaaatttaa
gatgcatttggaggattatcctccagagaagggatgtatccccgtaccccgagggcagatggaaaaagccgatcacttggatctcgccacacttatgatcgacttcaatgg
cgaagaaaaagcctgggcaatggcagtctggattttcgccgccataaatagacgcgacttgtgggaaaaggccaaaaaagatcaaccagaatggaacgacacctgcac
ttcccactctagcggggggagcggaggccttgaggaggagctgaaacagcttgaagaggaattgcaagctattgaggaacagttggcccagctccagtggaaggccc
aggctaggaaggaaaaattggcacaattgaaggagaaattgtgagaattctaccgggtaggggaggcgcttttcccaaggcagtc 
NLRP3PYD-Di 
 
ggagcaattccacaacacttttgtcttatacttggatccgccaccatgacttcagttagatgcaaattggctcaatatcttgaggacctcgaagacgtagacctgaagaaattc
aaaatgcacttggaggattacccccccgaaaagggctgcatcccagttccacgcgggcagatggaaaaggccgaccacctggaccttgccactctgatgatagatttca
atggagaggaaaaggcctgggccatggcagtatggatcttcgccgctattaaccgaagagacctttgggagaaagcaaaaaaggatcagccagaatggaatgatacat
gcactagccatagtagcggagggtccgggggaggggaaattgctgcacttaaacaagaaatcgccgcactcaaaaaggagaatgcagctctcaagtgggaaatcgct
gctctgaaacaagggtattactgagaattctaccgggtaggggaggcgcttttcccaaggcagtc 
ASC-GFP  
Ccttaattaagccaccatggggcgcgcgcgcgacgccatcctggatgcgctggagaacctgaccgccgaggagctcaagaagttcaagctgaagctgctgtcggtgc
cgctgcgcgagggctacgggcgcatcccgcggggcgcgctgctgtccatggacgccttggacctcaccgacaagctggtcagcttctacctggagacctacggcgcc
gagctcaccgctaacgtgctgcgcgacatgggcctgcaggagatggccgggcagctgcaggcggccacgcaccagggctctggagccgcgccagctgggatccag
gcccctcctcagtcggcagccaagccaggcctgcactttatagaccagcaccgggctgcgcttatcgcgagggtcacaaacgttgagtggctgctggatgctctgtacg
ggaaggtcctgacggatgagcagtaccaggcagtgcgggccgagcccaccaacccaagcaagatgcggaagctcttcagtttcacaccagcctggaactggacctgc
aaggacttgctcctccaggccctaagggagtcccagtcctacctggtggaggacctggagcggagcggcagcggcagcggcatggtgagcaagggcgaggagctg
ttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctga
ccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctaccccgaccacatgaa
gcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagttcga
gggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtc
tatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacac
ccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagcacccagtccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctgg
agttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtacaagtaaggaattcc 
 
ASCPYD-GFP Cgggatccgccaccatggggcgcgcgcgcgacgccatcctggatgcgctggagaacctgaccgccgaggagctcaagaagttcaagctgaagctgctgtcggtgcc
gctgcgcgagggctacgggcgcatcccgcggggcgcgctgctgtccatggacgccttggacctcaccgacaagctggtcagcttctacctggagacctacggcgccg
agctcaccgctaacgtgctgcgcgacatgggcctgcaggagatggccgggcagctgcaggcggccacgcaccagggctctggagccgcgccagctgggatccagg
cccctcctcagtcgggcagcggcagcggcatggtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggcca
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caagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcg
tgaccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgca
ccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggag
gacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccg
ccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagcacc
cagtccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtacaagtaa
ggaattcc 
 
ASC-tagRFP taaggaattccgccaccatggggcgcgcgcgcgacgccatcctggatgcgctggagaacctgaccgccgaggagctcaagaagttcaagctgaagctgctgtcggtg
ccgctgcgcgagggctacgggcgcatcccgcggggcgcgctgctgtccatggacgccttggacctcaccgacaagctggtcagcttctacctggagacctacggcgc
cgagctcaccgctaacgtgctgcgcgacatgggcctgcaggagatggccgggcagctgcaggcggccacgcaccagggctctggagccgcgccagctgggatcca
ggcccctcctcagtcggcagccaagccaggcctgcactttatagaccagcaccgggctgcgcttatcgcgagggtcacaaacgttgagtggctgctggatgctctgtac
gggaaggtcctgacggatgagcagtaccaggcagtgcgggccgagcccaccaacccaagcaagatgcggaagctcttcagtttcacaccagcctggaactggacctg
caaggacttgctcctccaggccctaagggagtcccagtcctacctggtggaggacctggagcggagcggaggatcaggggggatggtgtctaagggcgaagagctg
attaaggagaacatgcacatgaagctgtacatggagggcaccgtgaacaaccaccacttcaagtgcacatccgagggcgaaggcaagccctacgagggcacccaga
ccatgagaatcaaggtggtcgagggcggccctctccccttcgccttcgacatcctggctaccagcttcatgtacggcagcagaaccttcatcaaccacacccagggcatc
cccgacttctttaagcagtccttccctgagggcttcacatgggagagagtcaccacatacgaagacgggggcgtgctgaccgctacccaggacaccagcctccaggac
ggctgcctcatctacaacgtcaagatcagaggggtgaacttcccatccaacggccctgtgatgcagaagaaaacactcggctgggaggccaacaccgagatgctgtac
cccgctgacggcggcctggaaggcagaagcgacatggccctgaagctcgtgggcgggggccacctgatctgcaacttcaagaccacatacagatccaagaaacccg
ctaagaacctcaagatgcccggcgtctactatgtggaccacagactggaaagaatcaaggaggccgacaaagagacctacgtcgagcagcacgaggtggctgtggcc
agatactgcgacctccctagcaaactggggcacaaacttaattgatacggcggccgcta 
 
NLRP3-tagRFP cgggatccgccaccatgacctccgtgcggtgcaagctcgcccagtacctggaagatctcgaagatgtcgacctgaaaaagtttaagatgcacctcgaagattatccccct
gaaaagggctgcatccccgttccgcggggacagatggaaaaggccgaccacctggacctggccaccctgatgatcgatttcaacggggaagagaaggcttgggccat
ggctgtctggattttcgccgccatcaacagacgggacctgtgggagaaggccaagaaagatcagcccgagtggaacgatacctgcaccagccacagcagcatggtct
gccaggaagatagtctggaagaggaatggatgggcctgctgggctacctgagcagaatcagcatctgcaagaagaaaaaggactactgcaagatgtataggcggcac
gtgcggagccggttctacagcatcaaggatagaaacgccagactgggcgagagcgtggacctgaactccagatacacccagctgcagctcgtgaaagagcacccctc
caagcaggaaagagagcacgagctgctgacaatcggcaggaccaagatgagagacagccctatgtccagcctgaaactggaactgctgttcgaacctgaggatggcc
acagcgagcccgtgcataccgtcgtgtttcagggcgctgccggcatcggcaagacaatcctggctagaaagatcatgctggattgggccctgggcaaactgttcaagga
caagttcgactacctgttcttcatccattgcagggaagtgtccctgagaacccccagaagcctggccgacctgatcgtgtcctgctggcccgatcctaatccccccgtgtgc
aagattctgagaaagcccagcagaatcctgttcctgatggacggattcgacgaactgcagggcgccttcgatgagcacatcggcgaagtgtgcaccgattggcagaaa
gccgtgcgcggcgacatcctgctgtcctccctgatcagaaaaaagctgctgcctaaggctagcctgctgatcaccaccagacccgtggccctggaaaagctccagcatc
tgctggatcatcccagacacgtggaaatcctgggcttcagcgaggccaagagaaaagagtactttttcaagtacttcagcaacgaactccaggccagagaggcttttaga
ctgatccaggaaaacgaggtcctgttcacaatgtgttttatccctctcgtgtgctggatcgtgtgtaccggcctcaaacagcagatggaaaccggcaagtctctggctcaga
ccagcaagacaaccaccgctgtgtacgtgttcttcctgtcctctctgctgcagagcagaggcggcatcgaggaacacctgttcagcgactacctgcagggcctgtgcagc
ctggccgccgacggcatctggaatcagaagatcctgttcgaggaatgcgacctgagaaaacacggactccagaaaaccgatgtgtccgcctttctgcgcatgaatgtgtt
tcagaaagaggtcgactgcgagcggttctactccttctctcacatgacctttcaagaattttttgccgccatgtactacctgctcgaagaggaagccgaaggcgagacagtg
cggaagggccctggcggctgtagcgacctgctgaacagggatgtgaaggtgctgctggaaaactatggaaagttcgagaagggatacctgatcttcgtcgtgcggttcc
tgttcggcctggtcaaccaggaaaggacctcctacctggaaaagaagctgagctgcaagatcagccagcaagtgcgactcgaactgctcaaatggatcgaagtcaagg
ctaaggctaaaaaactccagtggcagccttcccagctcgaactgttttactgtctctatgagatgcaggaagaggatttcgtccagtccgctatggatcacttccctaagatc
gaaatcaacctgagcacacggatggatcacgtggtgtcatctttctgcatcaagaactgccacagagtcaagaccctgagcctgggcttcttccacaacagccccaaaga
agaggaagaggaacgcaggggcggcaggcccctggatcaggtgcagtgcgtgttccccgacacccacgtggcctgtagcagcaggctggtcaactgctgtctgacc
agcagcttctgcagaggcctgttctccagcctgagcaccaacagatccctgaccgagctggacctgtccgacaacaccctgggcgatcccggaatgcgcgtgctgtgc
gaggctctgcagcatcccggatgcaacatccagcgcctgtggctgggcagatgcggcctgagccaccagtgctgtttcgacatcagcagcgtgctgagcagctctcag
aaactggtcgaactggacctgagcgataacgctctgggcgacttcggcatcaggctgctgtgcgtgggcctgaaacatctcctgtgtaacctgcagaaactctggctcgt
gtcctgttgcctgaccagcgcctgctgtcaggacctggccctggtgctgtccagcaaccactccctgacccggctgtacatcggcgagaacgccctgggagacagcgg
cgtgcaggtcctgtgcgagaaaatgaaggacccccagtgcaatctccagaagctcggactggtcaacagcggcctgacctccatctgctgcagcgctctgaccagcgt
gctcaagacaaatcagaactttacccatctgtacctgaggtctaatgctctgggggacaccggcctgagactgctgtgtgaaggcctgctgcaccccgactgcaagctgc
agatgctcgaactggataactgctccctgaccagccactcctgctggaacctgtctaccatcctgacacacaatcactccctgagaaagctcaatctgggaaacaacgac
ctgggggacctgtgtgtggtcacactgtgcgaagtcctgaagcagcagggatgtctgctgcagtccctgcagctgggcgagatgtacctgaacagagagacaaagaga
gccctggaagccctgcaggaagagaaacccgaactgaccatcgtgttcgagatcagctggggctccggcgacacctaccggtacatcggaggatcagggggggtgt
ctaagggcgaagagctgattaaggagaacatgcacatgaagctgtacatggagggcaccgtgaacaaccaccacttcaagtgcacatccgagggcgaaggcaagcc
ctacgagggcacccagaccatgagaatcaaggtggtcgagggcggccctctccccttcgccttcgacatcctggctaccagcttcatgtacggcagcagaaccttcatca
accacacccagggcatccccgacttctttaagcagtccttccctgagggcttcacatgggagagagtcaccacatacgaagacgggggcgtgctgaccgctacccagg
acaccagcctccaggacggctgcctcatctacaacgtcaagatcagaggggtgaacttcccatccaacggccctgtgatgcagaagaaaacactcggctgggaggcca
acaccgagatgctgtaccccgctgacggcggcctggaaggcagaagcgacatggccctgaagctcgtgggcgggggccacctgatctgcaacttcaagaccacatac
agatccaagaaacccgctaagaacctcaagatgcccggcgtctactatgtggaccacagactggaaagaatcaaggaggccgacaaagagacctacgtcgagcagca
cgaggtggctgtggccagatactgcgacctccctagcaaactggggcacaaacttaattaaggaattccg 
 
NLRP3-SkylanS cgggatccgccaccatgacctccgtgcggtgcaagctcgcccagtacctggaagatctcgaagatgtcgacctgaaaaagtttaagatgcacctcgaagattatccccct
gaaaagggctgcatccccgttccgcggggacagatggaaaaggccgaccacctggacctggccaccctgatgatcgatttcaacggggaagagaaggcttgggccat
ggctgtctggattttcgccgccatcaacagacgggacctgtgggagaaggccaagaaagatcagcccgagtggaacgatacctgcaccagccacagcagcatggtct
gccaggaagatagtctggaagaggaatggatgggcctgctgggctacctgagcagaatcagcatctgcaagaagaaaaaggactactgcaagatgtataggcggcac
gtgcggagccggttctacagcatcaaggatagaaacgccagactgggcgagagcgtggacctgaactccagatacacccagctgcagctcgtgaaagagcacccctc
caagcaggaaagagagcacgagctgctgacaatcggcaggaccaagatgagagacagccctatgtccagcctgaaactggaactgctgttcgaacctgaggatggcc
acagcgagcccgtgcataccgtcgtgtttcagggcgctgccggcatcggcaagacaatcctggctagaaagatcatgctggattgggccctgggcaaactgttcaagga
caagttcgactacctgttcttcatccattgcagggaagtgtccctgagaacccccagaagcctggccgacctgatcgtgtcctgctggcccgatcctaatccccccgtgtgc
aagattctgagaaagcccagcagaatcctgttcctgatggacggattcgacgaactgcagggcgccttcgatgagcacatcggcgaagtgtgcaccgattggcagaaa
gccgtgcgcggcgacatcctgctgtcctccctgatcagaaaaaagctgctgcctaaggctagcctgctgatcaccaccagacccgtggccctggaaaagctccagcatc
tgctggatcatcccagacacgtggaaatcctgggcttcagcgaggccaagagaaaagagtactttttcaagtacttcagcaacgaactccaggccagagaggcttttaga
ctgatccaggaaaacgaggtcctgttcacaatgtgttttatccctctcgtgtgctggatcgtgtgtaccggcctcaaacagcagatggaaaccggcaagtctctggctcaga
ccagcaagacaaccaccgctgtgtacgtgttcttcctgtcctctctgctgcagagcagaggcggcatcgaggaacacctgttcagcgactacctgcagggcctgtgcagc
ctggccgccgacggcatctggaatcagaagatcctgttcgaggaatgcgacctgagaaaacacggactccagaaaaccgatgtgtccgcctttctgcgcatgaatgtgtt
tcagaaagaggtcgactgcgagcggttctactccttctctcacatgacctttcaagaattttttgccgccatgtactacctgctcgaagaggaagccgaaggcgagacagtg
cggaagggccctggcggctgtagcgacctgctgaacagggatgtgaaggtgctgctggaaaactatggaaagttcgagaagggatacctgatcttcgtcgtgcggttcc
tgttcggcctggtcaaccaggaaaggacctcctacctggaaaagaagctgagctgcaagatcagccagcaagtgcgactcgaactgctcaaatggatcgaagtcaagg
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ctaaggctaaaaaactccagtggcagccttcccagctcgaactgttttactgtctctatgagatgcaggaagaggatttcgtccagtccgctatggatcacttccctaagatc
gaaatcaacctgagcacacggatggatcacgtggtgtcatctttctgcatcaagaactgccacagagtcaagaccctgagcctgggcttcttccacaacagccccaaaga
agaggaagaggaacgcaggggcggcaggcccctggatcaggtgcagtgcgtgttccccgacacccacgtggcctgtagcagcaggctggtcaactgctgtctgacc
agcagcttctgcagaggcctgttctccagcctgagcaccaacagatccctgaccgagctggacctgtccgacaacaccctgggcgatcccggaatgcgcgtgctgtgc
gaggctctgcagcatcccggatgcaacatccagcgcctgtggctgggcagatgcggcctgagccaccagtgctgtttcgacatcagcagcgtgctgagcagctctcag
aaactggtcgaactggacctgagcgataacgctctgggcgacttcggcatcaggctgctgtgcgtgggcctgaaacatctcctgtgtaacctgcagaaactctggctcgt
gtcctgttgcctgaccagcgcctgctgtcaggacctggccctggtgctgtccagcaaccactccctgacccggctgtacatcggcgagaacgccctgggagacagcgg
cgtgcaggtcctgtgcgagaaaatgaaggacccccagtgcaatctccagaagctcggactggtcaacagcggcctgacctccatctgctgcagcgctctgaccagcgt
gctcaagacaaatcagaactttacccatctgtacctgaggtctaatgctctgggggacaccggcctgagactgctgtgtgaaggcctgctgcaccccgactgcaagctgc
agatgctcgaactggataactgctccctgaccagccactcctgctggaacctgtctaccatcctgacacacaatcactccctgagaaagctcaatctgggaaacaacgac
ctgggggacctgtgtgtggtcacactgtgcgaagtcctgaagcagcagggatgtctgctgcagtccctgcagctgggcgagatgtacctgaacagagagacaaagaga
gccctggaagccctgcaggaagagaaacccgaactgaccatcgtgttcgagatcagctggggctccggcgacacctaccggtacatcggaggatcaggggggatga
gtgcgattaagccagacatgaagatcaaactccgtatggaaggcaacgtaaacgggcaccactttgtgatcgacggagatggtacaggcaagccttttgagggaaaaca
gagtatggatcttgaagtcaaagagggcggacctctgccttttgcctttgatatcctgaccactgcattcagctacggcaacagggtattcgccaaatatccagacaacata
caagactattttaagcagtcgtttcctaaggggtattcgtgggaacgaagcttgactttcgaagacgggggcatttgcaacgccagaaacgacataacaatggaagggga
cactttctataataaagttcgattttatggtaccaactttcccgccaatggtccagttatgcagaagaagacgctgaaatgggagccctccactgagaaaatgtatgtgcgtga
tggagtgctgacgggtgatgtggaaatggctttgttgcttgaaggaaatgcccattaccgatgtgacttcagaactacttacaaagctaaggagaagggtgtcaagttacca
ggcgcccactttgtggaccactgcattgagattttaagccatgacaaagattacaacaaggttaagctgtatgagcatgctgttgctcattctggattgcctgacaatgccag
acgataaggaattcc 
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